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“If there is one thing the history of evolution has taught us
it's that life will not be contained. Life breaks free, it expands to
new territories and crashes through barriers, painfully, maybe

even dangerously. Life finds a way”

Dr. lan Malcom — Jurassic Park
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Abreviaturas

ABREVIATURAS

(pP)PPGpp Guanosina pentafosfato (5'-trifosfato 2'(3')-difosfato)

5-FC
5-FAUDP
5-FU
5-FUMP
5-FUTP
AnB

AR
ARNt
BSA
CAT
cDC21
CGD

CHEF

cMmi
csp
FACS

FCY1
FCY2
FCY22

FKS1

FKS2

FKS3

FLU
FUR1
HSs
LOH
MMR

5-fluorocitosina

5-fluorodesoxiuridina difosfato

5-fluorouracilo

5-fluorouridina-5’-monofosfato

5-fluorouridina trifosfato

Anfotericina B

Receptor de andrégenos (Androgen Receptor)
ARN transferente

Albumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin)
Catalasa

Gen de la timidilato sintasa Cdc21p (Cell Division Cycle 21)

Base de datos del genoma de Candida albicans (Candida Genome
Database)

Electroforesis de campo eléctrico homogéneo restringido al contorno
(Contour-clamped Homogeneous Electric Field)

Concentracion Minima Inhibitoria
Caspofungina

Clasificacidon de células activada por fluorescencia (Fluorescence-Activated
Cell Sorting)

Gen de la citosina deaminasa Fcylp (FluoroCYtosine resistance 1)
Gen de la purina-citosina permeasa Fcy2p (FluoroCYtosine resistance 2)

Gen putativo de la purina-citosina permeasa Fcy2p (FluoroCYtosine
resistance 22)

Gen 1 de la subunidad catalitica de la 1,3-B-D-glucano sintasa (FK506
Sensitivity)

Gen 2 de la subunidad catalitica de la 1,3-B-D-glucano sintasa (FK506
Sensitivity)

Gen 3 de la subunidad catalitica de la 1,3-B-D-glucano sintasa (FK506
Sensitivity)

Fluconazol

Gen de la uracil fosforribosiltransferasa Furlp (5-FluoroURidine resistant 1)
Regiones de hipermutabilidad (HotSpots)

Pérdidas de heterozigosidad (Loss Of Heterozygosity)

Reparacién de bases desapareadas (MisMatch Repair)
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Abreviaturas

NHEJ
pb
PCI

PCR
PFGE
ROS
RpoS
SGD

SIH
SLAM
SC
SOD
TBARS

YPD

Unidn de extremos no homalogos (Non-Homologous End Joining)
Pares de bases

Solucién de fenol/cloroformo/isoamiloalcohol (Phenol/Chloroform/Isoamyl
alcohol)

Reaccidn en cadena de la polimerasa (Polymerase Chain Reaction)
Electroforesis en gel de campo pulsado (Pulsed-Field Electrophoresis Gel)
Especies reactivas del oxigeno (Reactive Oxygen Species)

Subunidad sigma de la ARN polimeras (RNA polymerase sigma S)

Base de datos del genoma de Saccharomyce cerevisiae (Saccharomyces
Genome Database)

Septicemia IntraHospitalaria

Mutagénesis activada por estrés (Stressful Lifestyle Associated Mutation)
Medio minimo o sintético completo (Synthetic Complete)

Superoxido dismutasa

Sustancias reactivas del acido tiobarbiturico (ThioBarbituric Acid Reactive
Substances)

Medio completo de crecimiento de levaduras (Yeast Peptone Dextrose)
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Introduccion

INTRODUCCION

1. La mutagénesis adaptativa

La adquisicién de resistencia a farmacos ha surgido y se ha reconocido en los
Ultimos afios como un serio problema de salud publica. Ademas de darse en
infecciones bacterianas tratadas con antibidticos y también frente a quimioterapia en
cancer, el fendmeno es con frecuencia la causa del fracaso de los tratamientos con
antifungicos ante micosis invasivas. Esto sucede por un incremento en el porcentaje de
patdgenos intrinsecamente resistentes (resistencia primaria) o por adquisicién de
resistencia tras la exposicion al farmaco (resistencia secundaria). A menudo la
resistencia primaria se debe a mutaciones espontaneas surgidas de forma azarosa
previa exposicion al agente, mientras que en el segundo caso la resistencia surge
propiamente como consecuencia del tratamiento y puede ser debida a cambios
metabdlicos o gendmicos. Cuando son gendmicos, éstos ocurren mediante mutaciones
que permiten la adaptacién del organismo al medio, fenédmeno conocido como

mutagénesis adaptativa.

Los primeros estudios de mutagénesis adaptativa se llevaron a cabo en
bacterias (revisados en Foster, 1999), surgiendo concretamente la primera definicion
del término en 1991: “un proceso que produce mutaciones debidas a presion selectiva,
pero que no produce mutaciones inutiles o deletéreas” (Cairns y Foster, 1991). Desde
entonces, diferentes autores han indicado que la adquisicién de resistencia secundaria
a antibidticos se lleva a cabo mediante mecanismos de mutagénesis adaptativa (Lewin
y Amyes, 1991; Miller y col., 2004; Maiques y col., 2006; Cirz y col., 2007; Foster,
2007). Asi, diversas especies bacterianas poseen varios de estos mecanismos, entre
otros la respuesta SOS, las respuestas a estrés mediadas por el factor sigma-38 (638, o
RpoS) y por guanosina pentafosfato (5'-trifosfato 2'(3')-difosfato, (p)ppGpp), o la
reduccidn en la expresion de proteinas de reparacion de emparejamientos erroneos

(mismatch repair, MMR) (Foster, 2007).

Una década después de surgido el término, cuando también se habian llevado a

cabo estudios en levaduras pero aun no en otro modelo mas alld de los

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974511 Cdédigo de verificacion: nnAZcF1T

Firmado por:

DAVID QUINTO ALEMANY Fecha:
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:28:19

CRISTINA GIL LAMAIGNERE
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:33:32

FELIX MANUEL MACHIN CONCEPCION
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:37:04

MARIO LORENZO DIAZ GONZALEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:49:10

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/07/2017 18:00:48

271162



Introduccion

microorganismos, P. L. Foster lo define como “un proceso que, durante una seleccion
en condiciones no letales, produce mutaciones que mitigan la presion selectiva
independientemente de si se producen o no otras mutaciones no seleccionadas”
(Foster, 2000). Desde entonces, se han realizado investigaciones que apuntan hacia la
existencia de mecanismos de mutagénesis adaptativa también en cancer, y han
surgido modelos de estudio en organismos unicelulares eucariotas que abordan el
fendmeno de diferente manera. La mayoria de estos modelos estan basados en estrés
nutricional (Heidenreich, 2007; Heidenreich y Steinboeck, 2017), pero otros menos
frecuentes lo hacen empleando sustancias toxicas como la canavanina, un analogo

toxico de la arginina que causa estrés proteotodxico (Shor et al., 2013).

En los estudios realizados en células tumorales que apuntan hacia la existencia
de mecanismos de mutagénesis adaptativa en cancer se ha observado, por ejemplo,
que en células LNCaP (derivadas de un cancer de préstata humano) tratadas con
bicalutamida (un antiandrégeno sintético) las células adquieren resistencia tras reducir
la expresion de las polimerasas de alta fidelidad y de las proteinas de MMR, mientras
que sobreexpresan las polimerasas de baja fidelidad y aumenta la frecuencia de
mutacién del gen del receptor de andrégeno (AR) (Hara y col., 2005). En células
metastaticas de pacientes previamente tratados con antiandrégenos la frecuencia de
mutaciones en el gen del AR también aumenta, resultando en una ganancia de funciéon
del AR, aumentando su estabilidad, cambiando su preferencia por otro promotor,
alterando la cascada de transduccion de sefiales o bien cambiando la especificidad de
ligando dando lugar a un receptor promiscuo. Por tanto el tratamiento de por si ejerce
presién selectiva seleccionando mutaciones que confieren resistencia (Steinkamp y

col., 2009).

Como ya se ha mencionado en levaduras, este tipo de mecanismos se han
estudiado mayoritariamente en modelos de estrés nutricional en Saccharomyces
cerevisiae (revisado en Heidenreich, 2007), y se ha encontrado la participacién del
mecanismo de reparacion de roturas de ADN bicatenario mediante unién de extremos
no homélogos (non-homologous end joining, NHEJ). No obstante, todos estos modelos
se basan en el empleo de mutantes auxdtrofos portadores de un cambio en la pauta

de lectura (frameshift) en la regién codificante de un gen, de modo que la Unica
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Introduccion

manera de adquirir una mutacidn adaptativa es generando otro frameshift. Asi, la
introduccion de mutaciones puntuales, la delecion de todo o parte del gen, la
recombinacién ectdpica y cualquier otro mecanismo de mutagénesis pasan
desapercibidos en estos modelos. Existen otros estudios con Candida albicans que
sugieren que este organismo posee mecanismos de mutagénesis adaptativa, como es
el hecho de que adquiera resistencia a metales pesados a lo largo del tiempo con una
frecuencia mayor a la esperada por mutacién espontanea (Malavasic y Cihlar, 1992), o
que diversos tipos de estrés naturales aumenten la tasa y tipo de pérdidas de

heterozigosidad (loss of heterozygosity, LOH) en estas levaduras (Forche y col., 2011).

Asi, la inestabilidad gendmica inducida por estrés se ha estudiado hasta ahora
en diferentes modelos: bacterias, levaduras y células tumorales humanas, y en
diferentes condiciones y circunstancias (Galhardo et al., 2007). Actualmente, podemos
entender la mutagénesis adaptativa como todos aquellos “procesos que permiten a
células individuales de poblaciones no proliferantes adquirir mutaciones ventajosas
gracias a las cuales superan la fuerte presion selectiva de las condiciones del medio que
estdn limitando la proliferacion”, es decir, adaptandose a un medio inicialmente hostil

(Heidenreich, 2007).

2. Infecciones por hongos

Los hongos son actualmente una de las causas mas importantes de infeccidn en
humanos. Desde los afios 80, la incidencia de las infecciones fungicas oportunistas ha
ido en aumento, afectando especialmente a pacientes inmunodeprimidos,
transplantados, enfermos de cancer, hospitalizados por otras patologias subyacentes,
e incluso a neonatos prematuros y a ancianos (Lamagni y col., 2001; McNeil y col.,
2001; Martin y col., 2003; Pfaller y Diekema, 2004; Nucci y Marr, 2005; Pfaller y
Diekema, 2010; Pierce y Lopez-Ribot 2013).

Entre las especies de hongos causantes de infecciones invasivas encontramos a
levaduras y hongos filamentosos como causa principal. Las levaduras del género

Candida son las mas comunes y, aunque forman parte de la flora microbiana natural
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Introduccion

de humanos (flora orofaringea e intestinal, vagina y pueden estar presentes en la piel),
este género comprende un numero importante de especies patégenas. Una alteracion
debida a causas de origen tanto externo como interno, como por ejemplo la
desregulacién del sistema inmunoldgico o el uso de antibidticos de amplio espectro,

puede ocasionar una infeccion.

Aunque las infecciones de piel o mucosas son las mas comunes, especies como
Candida albicans y Candida glabrata, representan la cuarta causa de septicemia
intrahospitalaia (SIH) y son responsables de entre un 8 y un 10% del total de las
infecciones sistémicas nosocomiales (intrahospitalarias) (Gafter-Gvili y col., 2008;
Concia y col., 2009), y de entre un 70 y un 90% de las infecciones diseminadas e
invasivas por hongos (Leroy y col., 2009). Las candidiasis invasivas estan asociadas a
una alta tasa de mortalidad que puede incluso alcanzar el 40-50% dependiendo del
grupo poblacional y la especie de levadura (Leroy y col., 2009; Pfaller y Diekema, 2010;
Pierce y Lopez-Ribot, 2013), y el tratamiento para este tipo de infecciones puede llegar
a ser complejo, debiendo identificarse la especie del patdégeno para elegir el

antifungico adecuado (Kett y Cubillos., 2008).

De estas especies, C. albicans es la que se aisla con mayor frecuencia en casos
de candidiasis (45-50%) (Del Palacio y col., 2009), seguida de C. glabrata, C.
parapsilosis y C. tropicalis (Falagas y col., 2010). Su patogenicidad esta relacionada con
la capacidad que posee de generar hifas y pseudohifas, morfologias que pueden ser
inducidas por altas temperaturas, pH basico y contacto con suero sanguineo (Brown y
Gow, 1999), y por su capacidad para lidiar eficazmente con las defensas del organismo
como puede ser el ataque oxidativo por células fagociticas (Enjalbert y col. 2007).
Candida glabrata, a pesar de su nombre, es una levadura filogenéticamente mas
cercana a S. cerevisiae que a C. albicans (Dujon y col., 2004; Gabaldon y col., 2013). Es
un patoégeneo emergente que ha llegado a convertirse en la segunda causa de
candidiasis en E.E.U.U. y la tercera en Europa y otros paises (Pfaller y Diekema, 2007;

Achkar y Fries, 2010; Gupta y col., 2015; Enkler y col., 2016)

10

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974511 Cdédigo de verificacion: nnAZcF1T

Firmado por: DAVID QUINTO ALEMANY Fecha:
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:28:19

CRISTINA GIL LAMAIGNERE
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:33:32

FELIX MANUEL MACHIN CONCEPCION
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:37:04

MARIO LORENZO DIAZ GONZALEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:49:10

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/07/2017 18:00:48

30/162



Introduccion

3. Antifungicos

Durante los ultimos 50 afios, se han descubierto de forma progresiva agentes
farmacoldgicos para tratar las infecciones por hongos: los antifungicos (Figura 1). De
estos farmacos, aln escasos en comparacion con la cantidad de antibidticos existentes
para tratar las infecciones bacterianas, se emplean basicamente cuatro grupos para

tratar las micosis:

- Polienos: como la anfotericina B y la nistatina, que permeabilizan las
membranas celulares de los hongos formando canales idnicos no selectivos en
la membrana plasmatica tras unirse al ergosterol, y también inducen estrés
oxidativo en el caso de la anfotericina B como se ha descrito mas
recientemente (Belenky y col., 2013).

- Metabolitos con actividad antifingica como la 5-Fluorocitosina (o flucitosina),
que inhibe la sintesis de acidos nucleicos tras la conversién dentro de la célula
en 5-fluorouracilo por una citosina deaminasa especifica de hongos.

- Azoles: como el fluconazol, voriconazol o el ketoconazol, que inhiben a enzimas
dependientes de citocromo P450, principalmente a la 1l4oa-demetilasa
interfiriendo la conversion de lanosterol a ergosterol, un componente esencial
de la membrana citoplasmatica.

- Equinocandinas: antifungicos de nueva generacion como la caspofungina,
micafungina o anidulafungina, que afectan a la pared celular inhibiendo la
sintesis de 1,3-B-D-glucano, un componente fundamental de la pared en

levaduras.

Aun siendo algunos de estos agentes bastante recientes, ya se ha registrado
adquisicidn de resistencia a equinocandinas (Pfaller y col., 2006; 2008a; 2008b), lo que
conjuntamente al aumento de infecciones por hongos agrava el problema de
adquisicién de resistencia a farmacos antifungicos, y hace que las infecciones
noscomiales sigan presentando altos indices de mortalidad a pesar de los nuevos
farmacos antifingicos introducidos en el mercado (Leroy y col. 2016; Pappas y col.,

2016).
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Caspofungina

o Fluconazol
5-fluorocitosina Voriconiazol
Anfotericina B Ketoconazol Itraconazol
Ravuconazol
Posaconazol
I | | | | | i i
[ [ [ [ T [
1950 1960 1970 1980 1990 2000
——
Formulaciones
lipidicas de la Micafungina

anfotericina B Anidulafungina

Figura 1. Desarrollo cronolégico de los antifungicos. Adaptado de Bidart H. (2004).

En este trabajo emplearemos los antifungicos 5-Fluorocitosina (5-FC),

fluconazol (FLU) y caspofungina (CSP), centrandonos en ellos a partir de ahora.

3.1 5-fluorocitosina

El andlogo fluorado de citosina 5-FC (Figura 2) fue sintetizado por primera vez
en 1957 como un agente potencialmente anticancerigeno, pero mostré no ser lo
suficientemente eficiente para este uso. No obstante, si demostrd posteriormente su
utilidad frente a micosis invasivas. La 5-FC no tiene actividad antifingica intrinseca
pero tras entrar en células susceptibles se transforma en 5-fluorouracilo (5-FU), un
compuesto téxico que se metaboliza a su vez a otros compuestos inhibidores de la
sintesis de ADN, ARN, y proteinas. Este compuesto es iddéneo para estudios de
mutagénesis adaptativa por varias razones técnicas. La resistencia a 5-FC puede ser
metabolica, debida a un aumento en la sintesis de pirimidinas o, mas frecuentemente,
genética por mutaciones en genes del metabolismo de 5-FC (y 5-FU) (Whelan, 1987).
Concretamente, la entrada de 5-FC en la célula se lleva a cabo por una purina-citosina

permeasa codificada por el gen FCY2. Una vez dentro de la célula se convierte en 5-FU
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Introduccion

mediante una citosina deaminasa especifica de hongos codificada por FCY1. Entonces
es transformado a 5-fluorouridina-5’-monofosfato (5-FUMP) mediante la uracil
fosforribosil transferasa codificada por FUR1. La 5-FUMP puede ser fosforilada hasta 5-
fluorouridina trifosfato (5-FUTP) que se incorpora al ARN, lo que altera la
aminoacilacion del ARNt, perturbando el equilibrio de aminoacidos e inhibiendo la
sintesis de proteinas (Waldorf y Polak, 1983; Malet-Marino y col., 1986; Vermes vy col.,
2000). Alternativamente, el intermedio 5-fluorouridina difosfato (5-FUDP) puede ser
transformado en 5-fluorodesoxiuridina difosfato (5-FdUDP), que inhibe la timidilato
sintasa (codificada por CDC21) y a su vez la sintesis de ADN (Malet-Marino y col.,
1986). En principio, un aumento en la expresion del gen CDC21 podria disminuir la
sensibilidad a 5-FC (Vandeputte y col.,, 2011), y una mutacidén no silenciosa en
cualquiera del resto de genes de la ruta de entrada descritos (FCY2, FCY1y FUR1) daria
lugar a resistencia el evitar la entrada o el procesamiento metabdlico del antifungico.
Debido a la alta frecuencia de adquisicién de resistencia que genera se suele

administrar en combinacion con anfotericina B.

NH,
B
o

Figura 2. 5-fluorocitosina o flucitosina.

3.2 Caspofungina

La caspofungina (CSP) pertenece a las equinocandinas, una nueva clase de
farmacos antifungicos que poseen un amplio espectro de actividad. Su desarrollo
supuso un avance importante en el tratamiento de las micosis invasivas, resultando en
una alternativa efectiva y con menor toxicidad que azoles y polienos (Gafter-Gvili y
col., 2008; Pappas y col., 2009), y que habitualmente se emplea como terapia inicial

frente a candidiasis invasivas (Pappas y col., 2009; Castanheira y col., 2010). Estos
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agentes antifliingicos son lipopéptidos (Figura 3) que inhiben la sintesis de la pared
celular de levaduras actuando sobre el complejo de la 1,3-B-D-glucano sintasa

(Castanheira y col., 2010).

HoN
CH3 CHj

HO

Figura 3. Caspofungina.

Con el paso de los afios se han ido describiendo casos de aislamiento de cepas
resistentes a las equinocandinas asi como de micosis asociado a su uso preventivo (Sun
y Singh, 2010). La baja susceptibilidad y la resistencia a estos compuestos se ha
asociado (pero no restringido) a mutaciones dentro de dos regiones altamente
conservadas de los genes FKS1 y FKS2 que, junto con FKS3, codifican para las 3
subunidades del complejo de la 1,3-B-D-glucano sintasa; y a sustituciones
aminoacidicas en las proteinas codificadas por estos genes, lo que puede ocurrir en
dos regiones concretas con alta frecuencia de mutacién, regiones de hipermutabilidad
(hotspot, HS), en cada gen (Desnos-Ollivier y col, 2008; Thompson y col., 2008; Garcia-
Effron y col., 2009; Marti-Carrizosa y col., 2015).
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Introduccion

3.3 Fluconazol

Hasta la aparicién de los azoles en los afios 80 del s. XX, los Unicos antifungicos
disponibles para tratar infecciones sistémicas por hongos eran la anfotericina B y la 5-
FC. Desde entonces han ido surgiendo nuevos antifingicos de esta familia que se
subdivide a su vez en dos grupos: los imidazoles y los triazoles. El fluconazol (FLU)
(figura 4) pertenece al segundo subgrupo, los triazoles, y su accidn, como la del resto
de azoles, afecta a la composicién y estabilidad de la membrana. Es un inhibidor
altamente selectivo para las enzimas fungicas dependientes del citocromo P450,
blogueando la sintesis de ergosterol y provocando acumulacion de 14-a-metil-
esteroles, como el 14-a-metil-3-6-diol, lo que perturba la estabilidad de la membrana
ya que el ergosterol es componente principal de la membrana celular en levaduras

(Kelly y col., 1997).

N
€Y
N—N
' N
N
F F

Figura 4. Fluconazol.

Candida glabrata, concretamente, es una especie que suele presentar
sensibilidad reducida a los azoles y facilmente desarrolla resistencia al antifingico
fluconazol (FLU) (Bennett y col., 2004; Noble y col., 2013). Se han descrito tres
mecanismos de resistencia a azoles en especies del género Candida (Kanafani y
Perfect, 2008), que incluyen la induccidon de bombas de flujo (efflux pumps) que
reducen la concentracion intracelular del antifungico (Pourakbari y col., 2017);
mutaciones o sobreexpresion del gen ERG11 que codifica para la enzima diana de los

azoles, la 14-a esterol demetilasa, cuya inhibicién induce acumulacién de esteroles
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Introduccion

metilados como el lanosterol y el 14-a metil-3-6-diol, que son tdxicos para la célula y
afectan a la integridad de la membrana (Lupetti y col., 2002); o por mutaciones en el
gen ERG3 que codifica para la A*® - esterol desaturasa, enzima esencial para la
biosintesis de ergosterol, confiriéndole al microorganismo resistencia al fluconazol sin
afectar a su virulencia (Sanglard y col., 2003; Vale-Silva y col., 2012). Ademas, se ha
descrito que el fluconazol puede inducir estrés oxidativo en especies del género
Candida, lo que a su vez induce una respuesta adaptativa que resulta en un aumento
de actividad de las enzimas superdxido dismutasa (SOD) y catalasa (CAT) (Linares y col.,

2013).

4. Uso de levaduras como organismos modelo

Hace casi 30 afios Botstein y Fink (1988) ya anticiparon la importancia que
tendria en la biologia de los eucariotas las contribuciones de los estudios usando
levaduras como organismo modelo. En los afios siguientes, las levaduras se han
establecido como el principal modelo en el conocimiento de la biologia de las células
eucariotas, lo que ha facilitado el establecimiento de nuevos campos de estudio como

IH

la “gendmica funcional” o la “biologia de sistemas”, que han permitido abordar el
estudio las funciones de genes y proteinas de forma individual, y su interaccidn y papel

en el metabolismo y fisiologia celular (Botstein y Fink, 2011).

Tradicionalmente, la levadura Saccharomyces cerevisiae ha sido uno de los
microorganismos mas estudiados. Conocida como baker’s o budding yeast (levadura
de panaderia o gemante), S. cerevisiae se ha empleado como modelo para estudiar la
genética y biologia celular de los eucariotas, adquiriendo recientemente relevancia en
otras areas tan variadas como la ecotoxicologia, la farmacologia, la oncologia e incluso
las enfermedades neurodegenerativas (Bharadwaj y col., 2010; Leeuwen y col., 2012;
Pimentel y col., 2012; Teixeira, 2013; Braconi y col., 2016; Kalimutho y col., 2017). Ello
es debido a que es un organismo de crecimiento rapido (pudiendo, en condiciones
Optimas, completar un ciclo de vida en menos de 2 horas), que su cultivo se puede
realizar de forma econdmica, y que las rutas bioquimicas necesarias para el correcto

funcionamiento de los organismos estdn altamente conservadas en los eucariotas,
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Introduccion

desde levaduras hasta seres humanos (Menacho-Marquez y Murguia, 2007). Los genes
de S. cerevisiae muestran no solo una alta homologia de secuencia, sino también
funciones proteicas enormemente conservadas entre las especies (Foury, 1997;
Botstein y Fink, 2011). De esta forma, el uso de S. cerevisiae como organismo modelo
permite averiguar el papel de las proteinas en el contexto del metabolismo celular e

incluso identificar posibles dianas terapéuticas (Menacho-Marquez y Murguia, 2007).

a
g @
haploid ,
budding conjugation
aaa
e
a/a a8
budding d]p]o]d spore
budding ./
haploid «

Figura 5. Ciclo de vida de levaduras gemantes (budding yeast) como Saccharomyces
cerevisiae. Las levaduras se reproducen de forma vegetativa tanto en la forma haploide como
diploide. El paso de la forma haploide a la diploide sucede mediante conjugacién de los dos

tipos sexuales: a y a. El paso de la forma diploide a haploide sucede a través de meiosis.
Tomado de: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Budding_yeast_Lifecycle.png.

S. cerevisiae puede ser haploide o diploide, siendo ambos tipos celulares
estables en las cepas comunes de laboratorio y pudiéndose reproducir en ambos casos
de forma asexual mediante mitosis, ocurriendo la divisién por gemacion. En el caso de
ser del tipo haploide, pueden encontrarse dos tipo sexuales: a y a, determinados por
un par de alelos heterocigotos: MATa y MATa. Ambos tipos pueden conjugarse entre si

para dar lugar a células diploides MATa/MATa, que en condiciones desfavorables,
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Introduccion

como puede ser la ausencia de nutrientes, entran en meiosis y producen cuatro
esporas haploides: dos de tipo sexual a y dos de tipo a (figura 5). El trabajar con la
forma haploide presenta grandes ventajas en cuanto a lo que manipulacion genética

se refiere, ya que sdlo estd presente una copia de cada gen (Hartwell y col., 1974).

El genoma de S. cerevisiae ha sido secuenciado y esta disponible desde abril de
1996. Posee un tamario de 12,1 millones de pares de bases (pb) con casi 6.600 genes
distribuidos en 16 cromosomas. Actualmente se tiene un profundo conocimiento del
mismo y existen fuentes de recursos como librerias de delecién de genes a disposicion

de la comunidad cientifica (Winzeler y col., 1999; Cherry y col., 2012).

Este, nuestro organismo modelo de partida, es el utilizado principalmente en
modelos de estudio de mutagénesis adaptativa en eucariotas (Babudri y col., 2006;
Heidenreich, 2007), mayoritariamente bajo condiciones de estrés nutricional
(Heidenreich y Steinboeck, 2017). En dichos modelos los resultados indican que las
mutaciones se acumulan de forma mas frecuente cuando confieren una ventaja

selectiva, lo que es consistente con que ocurran mutaciones adaptativas en levaduras.

Ademas de S. cerevisiae se han venido empleando otras levaduras como
modelos de estudio tales como Schizosaccharomyces pombe o la ya mencionada e
infecciosa Candida albicans. Esta Ultima, la especie del género Candida aislada con
mayor frecuencia en casos de candidiasis (45-50%) (Del Palacio y col., 2009), incluye
cepas de laboratorio obtenidas a partir de aislados clinicos que han sido empleadas en
el estudio de la biologia molecular el organismo (Odds y col., 2004). Como levadura, C.
albicans comparte caracteristicas con S. cerevisiae que la sitian como buen organismo
modelo: crecimiento rapido, cultivo de forma econdémica, y conservacion de las rutas

bioquimicas.

A diferencia de S. cerevisiae, C. albicans es generalmente diploide y posee una
gran plasticidad gendmica, pudiendo sufrir reordenamientos cromosémicos con el
consecuente incremento en la diversidad genética (Selmecki y col., 2010). Su
reproduccidon se habia considerado exclusivamente asexual hasta que Hull y col.,
(2000) describieron por primera vez un ciclo parasexual en el que la conjugacién de

células de distinto o incluso del mismo sexo da lugar a tetraploides que pueden
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Introduccion

retornar a un estadio diploide a través de una pérdida concertada de cromosomas, sin

mediar meiosis (figura 6).

mating pathway
/ FY 2

' stress-induced mitotic defects W
Tetraploid
HaPIoId\—/olplold P

Trlplold

w/&lromosom(- loss
Transient aneuplmdy E

Figura 6. Ciclo de vida de Candida albicans. Esta levadura presenta un ciclo de vida complejo,
presentando diferentes ploidias, y pudiendo reproducirse de forma vegetativa o conjugdndose
células de distinto o incluso mismo sexo, dando lugar a tetraploides que pueden retornar a un
estadio diploide de forma parasexual mediante pérdida de cromosomas. Tomado de:
https://meleahhickman.wordpress.com.

Con un genoma de aproximadamente 32 millones de pares de bases (16 x 2)
repartido en 8 pares de cromosomas (Chu y col., 1993), se esta profundizando en el
conocimiento del mismo y, por ejemplo, se ha logrado la secuenciacidn de la cepa de
laboratorio: SC5314 (Jones y col., 2004), de la cual proceden la mayoria de cepas de

estudio.
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Justificacion

JUSTIFICACION

El tratamiento empirico y preventivo con antifungicos estd teniendo como
consecuencia indeseada un aumento en la resistencia a los mismos, bien por un
incremento en el porcentaje de patdgenos intrinsecamente resistentes, bien por la

adquisicidn de resistencia secundaria.

En levaduras, el fendmeno conocido como mutagénesis adaptativa da lugar a la
adquisicion de resistencia secundaria a farmacos antifingicos. Esta resistencia
adquirida se debe a mutaciones que permiten a células individuales superar la fuerte

presion selectiva ejercida por el antifingico.

Experimentos preliminares, de puesta a punto de la metodologia y el modelo
experimental desarrollado en la tesis, ya mostraron diferencias en cuanto al espectro
de mutaciones al exponer de forma prolongada a S. Cereveisiae a 5-FC. La mayoria de
las levaduras con fenotipo de resistencia adquirida presentaban mutaciones en el gen

FCy2.

El modelo de estudio permitiria investigar el fenémeno en S. cerevisiae frente a
5-fluorocitosina y otros antifungicos, como la equinocandina caspofungina, asi como
en otras especies de levadura de mayor relevancia clinica como C. albicans o C.
Glabrata. También permitiria realizar una coleccién de clones con fenotipo de
resistencia a partir de las cepas empleadas en el estudio, que podrian ser empleados
en diversos analisis microbiolégicos o genéticos para estudiar el fendmeno de

adquisicion de resistencia.
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Objetivos

OBJETIVOS

Para la consecucién de esta tesis se plantean los siguientes objetivos generales:

Confirmar en S. cerevisiae la implicaciéon del gen FCY2 en la adquisicion de
resistencia a 5-FC.

Evaluar si, en S. cerevisiae, la adquisicion de resistencia a 5-FC es especifica
para este antifungico o si ocurre con otros como la equinocandina
caspofungina (CSP).

Trasladar el modelo desarrollado en S. cerevisiae a otro organismo modelo, y
de mayor relevancia clinica, como C. albicans.

Analizar la adquisicion de resistencia secundaria a antifungicos en aislados
clinicos de especies del género Candida, asi como identificar mutaciones en los
genes FKS1y FKS2.

Determinar en los diferentes organismos modelo empleados la posible
generacion de estrés oxidativo por la exposicidon a antifungicos, a través de la

actividad de enzimas antioxidantes.
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Materiales y Métodos

MATERIALES Y METODOS

1. Cepas de levadura

Las levaduras utilizadas en este trabajo (tabla 1) incluyen dos cepas de
laboratorio: una cepa de Saccharomyces cerevisiae y una cepa de Candida albicans; y
dos aislados clinicos de las especies Candida albicans y Candida glabrata, cedidas por
el Servicio de Microbiologia y Parasitologia Clinica del Hospital Universitario Nuestra

Sefiora de Candelaria, Tenerife, Espafia.

La cepa de laboratorio Saccharomyces cerevisiae BY4741, con genotipo: MATa
his3A0 leu2A0 met15A0 ura3A0, fue la empleada como cepa parental en el
International Systematic Saccharomyces cerevisiae Gene Disruption Project, y la
secuencia completa de su genoma se encuentra disponible en la base de datos

Saccharomyces Genome Database (SGD, http://www.yeastgenome.org).

La cepa de laboratorio Candida albicans SC5314 fue la cepa de referencia
empleada para el proyecto de secuenciacién sistematica de C. albicans. La secuencia
estd disponible en la base de datos Candida Genome Database (CGD,
http://www.candidagenome.org). De ella derivan la mayoria de cepas de laboratorio
de esta especie, es virulenta en modelos murinos de infeccion sistémica y se emplea

frecuentemente en investigacién como control wild-type.

Tabla 1. Cepas de levadura utilizadas en el estudio.

Cepa Genotipo

S. cerevisiae BY4741 MATa his3A0 leu200 met1500 ura3A0
C. albicans SC5314 wild-type

C. albicans CA48 Aislado clinico

C. glabrata CG57 Ailsado clinico
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Materiales y Métodos

2. Medios de cultivo microbiolégico y antiflingicos

Para todos los experimentos y preparativos de los mismos, las células fueron
crecidas a 30°C (S. cerevisiae) o a 37°C (C. albicans y C. glabrata), en los medios YPD
(Yeast Peptone Dextrose): extracto de levadura 1%, peptona 2%, dextrosa 2%; o en
medio minimo SC (Synthetic complete medium): base nitrogenada de levadura 0,67%,
glucosa 2%) suplementado con aminodacidos como se describe en Burke y col., (2000).

Para los medios sdlidos se afiadié agar 2%.

Los fdrmacos antifungicos empleados en los experimentos fueron: 5-
fluorocitosina (Alfa Aesar GmbH, Alemania), caspofungina (Merck Sharp & Dohme Ltd.,
Reino Unido) y fluconazol (Alfa Aesar GmbH, Alemania), pertenecientes a tres grupos

distintos de antifungicos y con diferente mecanismo de accion.

3. Estimaciones de concentracién minima inhibitoria (CMI)

Para preparar los medios de cara a los experimentos de mutagénesis activada
por estrés (SLAM, stressful lifestyle activated mutagenesis) descritos en el apartado
siguiente, se determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) en BY4741 y SC5314
a 5-FCy CSP, y en CA48 y CG57 a CSP. Definimos la CMI como la concentracién minima
de farmaco que inhibe por completo el crecimiento, y se determiné como la menor
concentracion de antifungico que permitia el crecimiento de 3 colonias o menos en el
agar, considerandose esas colonias provenientes de células con resistencia

espontanea.

Los ensayos se realizaron en placas de cultivo celular de 24 pocillos con 1,0 ml
de medio solidificado por pocillo, conteniendo concentraciones crecientes del
antiftingico correspondiente. En las determinaciones con 5-FC se sembraron 1,7-10*
células por pocillo, de cara a tener la misma densidad que en los experimentos de
SLAM: 5-10° células por placa de petri de 90 mm. Para CSP se sembraron 1,7-10°
células/pocillo, correspondiente a la densidad de levaduras por placa empleada en los

SLAMSs con CSP: 5-10° células por placa de petri de 90 mm. El aumento nimero de
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Materiales y Métodos

células sembrado en medio con CSP se debe al potente efecto fungicida del farmaco. El

crecimiento de colonias se evaluaba entre las 48 y 72 horas después de la siembra.

Para que la concentracidn de antifungico en medio sdélido no fuera limitada a lo
largo de la duracion de los experimentos de SLAMs, se seleccionaron concentraciones
de farmaco lo mds aproximadas a una concentracion 4 veces superior a la CMI
observada. Estas fueron de 100 pg/ml de 5-FC tanto para S. cerevisiae (CM| = 24
pg/ml) como para C. albicans (CMI = 24 pg/ml), y 0,72 ug/ml de CSP para S.cerevisiae
(CMI = 0,18 pg/ml), y 0,75 pg/ml para C. albicans y C. glabrata (CMI = 0,18 pg/ml y

0,20 pg/ml respectivamente)

4. Determinacion de viabilidad y frecuencias de adquisicion de

resistencia: experimentos de SLAM.

El modelo de estudio desarrollado se basa en experimentos de mutagénesis
activada por estrés (stressful lifestyle activated mutagenesis, SLAM). Estos permiten
determinar la viabilidad en el tiempo (desde el inicio del experimento hasta 7-9 dias)
de poblaciones de levaduras tras la exposicién al antifungico y calcular la frecuencia de
aparicion de resistentes en ese tiempo. Dichos resistentes se seleccionan a partir de las

colonias aparecidas en las placas de medio SC con los distintos antifingicos.

Los experimentos de SLAM se desarrollaron de la siguiente manera (figura 7):
se resuspendieron colonias individuales, resultado de sucesivas divisiones de una Unica
célula o unidad formadora de colonia (UFC), en medio YPD liquido y los indculos
resultantes eran incubados en un agitador orbital a 30°C (S. cerevisiae) 6 37°C (C.
albicans y C. glabrata) para obtener diferentes subpoblaciones. Cuando estos cultivos
alcanzaban una densidad aproximada de 10% células/ml, se recuperaba 1,0 ml del
indculo y, empleando el método de contaje en cdmara de Neubauer, la concentracién
era ajustada a 5-10° (para 5-FC) 6 5-10” (para CSP) células/ml en una solucién 0,9% de
cloruro sédico (NaCl) estéril. Entonces cada subpoblacion se sembrd, empleando
perlas de vidrio, en 2 placas de petri de 90 mm con medio sélido SC y el antifiingico

correspondiente, a razén de 5-10° (para 5-FC) 6 5-10° (para CSP) células por placa, y las
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Materiales y Métodos

placas se conservaban durante el tiempo de duracidn del experimento en incubadores
a la temperatura correspondiente para cada especie. Una de las placas de cada
subpoblacién se destinaba a determinar el nimero de colonias segun aparecian con el
paso de los dias de experimento (hasta 9), mientras que con la segunda placa se hacia

un seguimiento de la viabilidad tras la siembra durante 7 dias.

Inicialmente, tras el momento de la siembra, sélo aquellas células que portaran
mutaciones que les confiriesen resistencia al antifingico podrian proliferar y formar
colonias. Estas serian visibles pasadas 24-60 h y, asi, las colonias aparecidas en los 3
primeros dias de experimento se consideraron resultado de la proliferaciéon de
mutantes pre-existentes. Ademas de esas colonias, pasados los 3 dias de incubacion
aparecian nuevas colonias que fueron marcadas y registradas cada dos dias hasta 9
dias después de realizada la siembra. Asi, en total, se registraron los marcajes de

colonias aparecidas a dias 3, 5, 7 y 9 de experimento.

dia 0

3 dias
3h.

(plugs dia 0)

CellProfiler

cell image analysis software

(mutantes de dia 3) (mutantes de dia 5)

Figura 7. Desarrollo esquematico de la evolucion de los experimentos de SLAM (Stressful
Lifestyle Adaptive Mutagenesis).
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Materiales y Métodos

El nimero de células viables existentes durante el transcurso de los ensayos se
determind a partir de la segunda placa sembrada para cada subpoblacidn, extrayendo
discos de agar de tamarfio conocido (plugs). Tras resuspender las células presentes en
el plug en solucién NaCl 0,9% estéril, un volumen determinado (tabla 2) de la
suspensién celular resultante era resembrado en placas de YPD para, pasados 5 dias,
hacer un recuento del nimero de UFCs existentes. A partir del nimero de UFC hallado
y conociendo los volumenes y relaciéon de areas, extrapolamos el numero de células
viables presentes en la placa. La determinacidn de UFCs se hizo tomando fotografias
de las placas con una cdmara NIKON D3000. Las imagenes obtenidas fueron analizadas
posteriormente con el programa informatico CellProfiler cell image analysis software
(Broad Institute of MIT and Harvard, E.E.U.U.). Este procedimiento para determinar la
viabilidad se llevd a cabo generalmente a las 3 h del dia 0 de experimento, y también

enlosdias3,5y7.

Tabla 2. Volumenes de dilucion de los plugs, y volimenes de siembra en placa de
YPD respecto a cada condicion de organismo-antiftingico.

Dia Cepa Farmaco ul NaCl 0,9%/Pocillo ul aPlaca
0 todas todos 1000 80
3 BY4741 5-FC 500 100

SC5314 5-FC 500 50
BY4741, CA48, CG57 () 300 150
5 BY4741 5-FC 500 100
SC5314 5-FC 500 50
BY4741, CA48, CG57 CSP 200 150
7 BY4741 5-FC 400 100
SC5314 5-FC 400 50
BY4741, CA48, CG57 Csp (2 plugs) 200 150

El primer cdmputo de viabilidad se realiza a las 3 horas de haber sembrado y

existen dos motivos para ello. El primero es dar a las células suficiente tiempo de
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finalizar su ciclo celular asegurandonos de saber con exactitud el nimero de células de
partida, el cual normalmente es ligeramente superior al nimero de células sembradas
(aproximadamente un 20% superior). El segundo es dar tiempo a que el farmaco se

incorpore a la célula y comience a ejercer su efecto.

De acuerdo al modelo de Luria y Delbrick (1943), si las células sufren una
mutacién espontdnea que les confiere resistencia mientras estan dividiéndose en
medio liquido previo al experimento y esta mutacidén ocurre de forma temprana (en
los primeros ciclos de divisidn) tras preparar el inéculo, el nimero de células que
portarian el cambio seria elevado, dando como resultado un nimero anormalmente
alto de colonias que creceria inicialmente en las placas con el antifungico (jackpot). Las
subpoblaciones sembradas que dieran como resultado un jackpot a dia 3 del
experimento serian eliminadas del mismo debido a la alteracion que producirian en la
varianza estadistica, ademas de plantear problemas metodoldgicos al dificultar en dias
tardios de experimento la toma de plugs libres de células resistentes para calcular el

numero de células viables presentes en las placas.

Para hacer el célculo de la frecuencia de mutacién espontanea, el nimero de
colonias aparecidas a dia 3 se dividié por el nimero de células viables a las 3 h del dia 0
de experimento. Para calcular las frecuencias de adquisicidn de resistencia secundaria
(mutacion adaptativa), el nimero de colonias aparecidas en los dias posteriores al dia
3 fue dividido por el nimero de células aun viables 2 dias antes. Es decir, el nUmero de
colonias aparecidas a dias 5, 7 y 9, fue dividido respectivamente por el numero de
células viables de los dias 3, 5y 7. Los dos dias de diferencia entre cada registro se
deben a que una colonia crecida a partir de las células viables que queden en la placa

tarda entre 24 - 48 h en ser visible.

Como control para asegurar la estabilidad de los antifungicos en las placas
durante el tiempo de transcurso de los experimentos, se prepararon 6 placas
adicionales de medio SC con cada antifungico y 3 placas de cada uno de ellos se
mantuvieron en los incubadores a 30 y 37°C durante 14 dias. Paralelamente al inicio de
uno de los SLAMs de cada combinacidn de cepa-antifiingico, fueron sembradas de la

misma forma que en los experimentos. A lo largo del tiempo del experimento, se hizo
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el seguimiento del comportamiento de las células en las placas para comprobar que no

existian diferencias y por tanto el antifungico mantenia su estabilidad.

5. Recoleccion de resistentes y experimentos de reconstruccién.

A partir de las colonias aparecidas en las placas de medio SC con los distintos
antifungicos se procedié a realizar una recoleccidn de clones resistentes. Esto permitid
generar una coleccién de clones que ademas de ser sometidos a los experimentos de
reconstruccion descritos en este apartado, se emplearon en los andlisis genéticos

posteriores.

El origen mutacional o metabdlico de éstos fue verificado subcultivando cada
colonia recolectada en nuevas placas con medio sélido SC con antifungico, luego en
placas con medio YPD sin antifingico (para desactivar los posibles mecanismos
metabdlicos que le hayan permitido proliferar) y de nuevo en medio sélido SC con
antifungico. De esta manera, una colonia aparecida a dias tardios del experimento que
haya adquirido alguna mutacién ventajosa no volverd a tardar en crecer en el medio

con el antifingico.

6. Analisis genético

El analisis del ADN gendmico de colonias resistentes se realizd a partir de los
clones coleccionados en los experimentos de SLAM, extrayendo el material genético y
amplificando las secuencias de interés por PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa,
Polymerase Chain Reaction) para su posterior secuenciacién, y llevando a cabo
electroforesis en gel de campo pulsado para visualizar el estado de los cromosomas y
evaluar la posibilidad de que se hubieran producido grandes reordenamientos

cromosomicos.
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6.1 Extraccion de ADN

Para la extraccion del ADN se empled una metodologia de fractura mecanica de
las células mediante vortex empleando microperlas de vidrio con una solucién de
fenol/cloroformo/isoamiloalcohol (PCl) y posterior precipitacion en etanol. Para
obtener suficiente material de partida para la extraccién, se inocularon los clones el
dia previo a la extraccion en medio YPD liquido y se incubaron a la temperatura

correspondiente para cada cepa en un incubador orbital.

El ADN extraido resultante se purific6 en columnas de Sephadex G-50,
obteniéndose volimenes de 50 pl/muestra, y las muestras de material genético se
almacenaron congeladas a -80°C hasta su posterior uso para amplificar las secuencias
de interés. Para comprobar la integridad del ADN extraido se procedié a correr las
muestras en electroforesis en gel de agarosa 0,9%, y se midié la cantidad y calidad del

ADN con un NANODROP 2000 (Thermo Scientific, E.E.U.U.).

6.2 Amplificacién por PCR

A partir del ADN gendmico extraido y purificado se procedié a la amplificacién

por PCR de los genes o secuencias de interés, para su posterior secuenciacion.

Tras haber comprobado la integridad del material genémico en electroforesis
en gel de agarosa, se midié la concentracién usando un NANODROP 2000 para
ajustarla a un intervalo 6ptimo para la reaccién de PCR de 160-200 ng/ul. Las
amplificaciones se realizaron a partir de 0,9 ul de muestra empleando el VWR Tag DNA
Polymerase Kit (VWR, Dinamarca) con los cebadores descritos en la tabla 3. Los
productos de esta reaccion se purificaron en columna de Sephadex G-50 y su
concentracién se midié6 de nuevo usando un NANODROP 2000. El disefio de los
cebadores se realizé con el programa informatico Vector NTI Advance™ 11 (Invitrogen,

E.E.U.U.).
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Tabla 3. Cebadores empleados en las reacciones de amplificacion por PCR
(Polymerase Chain Reaction).

Gen Nombre cebador Secuencias cebadores
i Fey2_f ATGGAACGGCCTCAAGGAACT
S. cerevisiae FCY2
Fey2_r TGATACATGACGTGAAATGTGC
» FCY1_af GTTTTCTATTGCCATTTTTATCG
S. cerevisiae FCY1
FCY1_ar ACCTGAACACCGACGAAGAC
B Furl_af GAGGAACCGATTGGCAGAGC
S. cerevisiae FUR1
Furl_ar TCAAGATGGTGTTCGGGTGTG
. CDC21_af GCTTCTTTCCCCTCTCGTC
S. cerevisiae CDC21
€DC21_ar TCTTTTTGCCCTGGTGTTCC
Regién Nombre cebador Secuencias cebadores

FKS1-CSP-HS1_F AATGGGCTGGTGCTCAACAT
FKS1-CSP-HS1_R CCTTCAATTTCAGATGGAACTTGATG
FKS1-CSP-HS2_F AAGATTGGTGCTGGTATGGG
FKS1-CSP-HS2_R TAATGGTGCTTGCCAATGAG
CGL_FKS1_HS1_F CCATTGGGTGGTCTGTTCACG
CGL_FKS1_HS1_R GATTGGGCAAAGAAAGAAATACGAC
CGL_FKS1_HS1_F GGTATTTCAAAGGCTCAAAAGGG
CGL_FKSI_HS1_R ATGGAGAGAACAGCAGGGCG
CGL_FKS1_HS1_F GCTTCTCAGACTTTCACCG
CGL_FKS1_HS1_R CAGAATAGTGTGGAGTCAAGACG
CGL_FKS1_HS1_F TCTTGACTTTCTACTATGCG
CGL_FKS1_HS1_R CTTGCCAATGTGCCACTG

C. albicans FKS1 HS1

C. albicans FKS1 HS2

C. glabrata FKS1 HS1

C. glabrata FKS1 HS2

C. glabrata FKS2 HS1

C. glabrata FKS2 HS2

Se muestran los cebadores empleados tanto para amplificar los genes FCY2, FCY1, FUR1 y
CDC21 de S. cerevisiae, como los cebadores utilizados en la amplificacion de las regiones de
hipermutabilidad HS (HotSpots) de los genes FKS1 de C. albicans CA48, y FKS1 y FKS2 de C.
glabrata CG57.

6.3 Electroforesis en gel de agarosa

Tanto para determinar la integridad del ADN gendmico extraido como para
confirmar las amplificaciones por PCR, para todas las muestras se realizé electroforesis
en gel de agarosa 0,9% (peso/volumen) en tampdn TAE 1x (Tris 40 mM, acido acético
20 mM, EDTA 1 mM. Los pocillos se cargaron con 3 - 5 pl de muestra y 5 pl de tampon
de carga (Promega, E.E.U.U.), y como marcador de peso molecular se empled 1 ul de
los marcadores de peso molecular marker Il para las muestras de ADN gendmico de las
extracciones, y marker XIV 100 bp ladder (ambos de Roche, Suiza) para los amplicones

producto de PCR.

Para observar las bandas de ADN, al polimerizar el gel se afiadié el agente

intercalante bromuro de etidio a una concentracion de 0,5 pl/ml. Al finalizar la carrera
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de electroforesis, los geles se visualizaron directamente bajo luz UV en un Gel Doc

system (Bio-Rad, E.E.U.U.).

6.4 Secuenciacion de genes

Para la secuenciaciéon de los genes o secuencias de interés se empled un
secuenciador ABI 3500 Genetic Analyzer (Thermo Scientific, E.E.U.U.) con tecnologia de
electroforesis capilar, utilizando el método de Sanger (Sanger y col.,, 1977). La
concentracion de ADN se ajusté a un intervalo ptimo de 30-50 ng/ul, midiendo de

nuevo en un NANODROP 2000.

El disefio de los cebadores para la reaccidon de secuenciacion (se muestran las
secuencias en las tablas 4 y 5) se realizd con el programa informético Vector NTI
Advance™ 11 (Invitrogen, E.E.U.U.). Se secuenciaron las regiones previamente
amplificadas, correspondientes a los genes FCY2, FCY1, FUR1 y CDC21 de S. cerevisiae,
y de los genes FKS1 de C. albicans CA48, y FKS1 y FKS2 de C. glabrata CG57,

conteniendo las regiones de hipermutabilidad (HS, hotspots).

Tabla 4. Cebadores empleados en la reacciéon de secuenciacion de los genes
de S. cerevisiae.

Gen Nombre cebador Secuencias cebadores
Fcy2_FO GCATATAAAACATCCTATCC
Fcy2 F1 TTTGGGTGCCTTAGGAC
- Fey2_F2 AAGGTGGTGAATGGGTAG
S. cerevisiae FCY2
Fcy2_RO CCCAACCGACACAAGC
Fcy2_R1 TAGGAACCAGGATAGCAT
Fcy2_R2 GAAATGTGCACGGGGAAATGA
= FCY1_ars TTTCAAGTCTTCCCTAGTAGTG
S. cerevisiae FCY1
FCY1_sf TAGTGACCTATGGTGTG
S. cerevisiage FURL Furl_sf AAGCTGCCTCAAAAGAG
» CDC21_sf AGTATCAAGGAGAGAGC
S. cerevisiae CDC21
CDC21_sr TTTCTCCTCGTGCTGTC

Se muestran los cebadores empleados para la secuenciacion de los genes FCY2, FCY1, FUR1 y
CDC21 de S. cerevisiae.
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Tabla 5. Cebadores empleados en las reacciones de secuenciacion de los
genes de C. albicans CA48 y C. glabrata CG57.

Secuencias cebadores

Ca_FKS1_amp_seq_FwO CAACACCCAACTGATATACTAAC
Ca_FKS1_amp_seq_Rv19 AATAAACCACTTCCGCTCCC

Gen Nombre cebador

Ca_FKS1_seq_Fwl GTATGTCACCAGCTCAGGCC
Ca_FKS1_seq_Fw2 TACCCAGAAGGTATTTCCAG
Ca_FKS1_seq_Fw3 GGTTTAGATATGTGGATGTC
Ca_FKS1_seq_Fwd GTTTTCACTCCTCATTATTC
Ca_FKS1_seq_Fw5 AGACGTCGTCCTAAATTCAG
T Ca_FKS1_seq_Fw6 ACTCAACTTCCATTGGATAG
Ca_FKS1_seq_Fw7 TCCTTGATTACAGAGATTTC
Ca_FKS1_seq_Rv12 TCTTACTCTTTCTTCTGGAG
Ca_FKS1_seq_Rv13 GCAAGAACACCACCAATGGC
Ca_FKS1_seq_Rv14 ATTTGATTTCCATTTCCGTGG
Ca_FKS1_seq_Rv15 GCCCAAATTCTTGTTCTTAAAG
Ca_FKS1_seq_Rv16 TACCAGCAGCAACATCACCC
Ca_FKS1_seq_Rv17 CACCAACGGTCAAATCAGTG
Ca_FKS1_seq_Rv18 TGAACAATGACGGCAACACC

Cgl_FKS1_amp_seq_FwO
Cgl_FKS1_amp_seq_Rv17

CTTGCTATTAATTCCCTATCGC
TGCTAGTTGAAGGACGATCAG

Cgl_FKS1_seq_Fwl CAAGAAATGGTACTTCGCC
Cgl_FKS1_seq_Fw2 GCTACAATCTGTGAATGGTC
Cgl_FKS1_seq_Fw3 AAGAGAACTTTGAGAGCCC
Cgl_FKS1_seq_Fw4 CTGATAACCAGAACCATGC
C. glabrata FKS1 Cgl_FKS1_seq_Fw5 TCATTGTTTTCTGGATTGCC
Cgl_FKS1_seq_Fw6 GAACTGGTTCAGTTATGGC
Cgl_FKS1_seq_Rvil TCACGCTTAACGTAACGAC
Cgl_FKS1_seq_Rv12 TCTCATGGTAGTGGTAGAC
Cgl_FKS1_seq_Rv13 GAGTATATTCAGGAGCAGC
Cgl_FKS1_seq_Rv14 TACGACCACCACGTAATAG

Cgl_FKS1_seq_Rv15
Cgl_FKS1_seq_Rv16

TAGTCTCTGTAATCCAAGAAG
AGGTATCTCTTGACCATTCTC

Cgl_FKS2_amp_seq_FwO0 GCCTAACTTCCCACTTGTGC
Cgl_FKS2_amp_seq_Rv17 ATTAGGGGATTATCTATTGCCTC
Cgl_FKS2_seq_Fw1l TGGTGGTTATGAGAACGAC
Cgl_FKS2_seq_Fw2 TTATGCCAACAGAGAACAG
Cgl_FKS2_seq_Fw3 CTTATTTAGTTTGGGTTAC
Cgl_FKS2_seq_Fw4 ATCCAGAGAAATCTGACGC
Cgl_FKS2_seq_Fw5 AACTGCATTATGGTCACCC
Cgl_FKS2_seq_Fw6 TACTATGGTTCTGGGCATC
ORI Cel_FKS2_seq_Fw7 CTGTGCTTTGTATTCCTGC
Cgl_FKS2_seq_Rv10 TGGTGGTTATGAGAACGAC
Cgl_FKS2_seq_Rv1l GGTTAGATCGATGAAGACG
Cgl_FKS2_seq_Rv12 TACGATTGAAATTGGTCAC
Cgl_FKS2_seq_Rv13 ATCTCCATATCAGTTGTGG
Cgl_FKS2_seq_Rv14 GCTCTTAACAAGAATTCAG
Cgl_FKS2_seq_Rv15 GAACAAGTTATTCAAATGG
Cgl_FKS2_seq_Rv16 TTGACTCTGTCATCATCGG

Se muestran los cebadores empleados para la secuenciacion de los genes FKSI de C. albicans
CA48, y los empleados para la secuenciacion de los genes FKS1y FKS2 de C. glabrata CG57.
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En vista de los resultados de secuenciacion preliminares, el disefio de los
cebadores para el gen FCY2 de S. cerevisiae y los genes FKS1y FKS2 de C. albicans CA48
y CG57, se hizo tal forma que las secuencias resultantes fueran solapantes, de modo
que siempre se tuvieran al menos dos secuenciaciones de cada region de interés, y asi
poder tener confirmacion de los posibles cambios de bases (mutaciones) advertidos en
las secuencias. En las figuras 8 y 9 se muestran ejemplos del disefio de cebadores para
secuencias solapantes y del andlisis de secuencias solapadas correspondientes al gen

FCY2 de S. cerevisiae.

fey2 coding: 1001 » 2603

al_F2 edit: 1799 » 2606

N

al_R3 edit: 1833 « 2601 (complementary)

b

al_F1 edit: 1368 » 2142

al_R2 edt: 1193 « 2016 (complementary)

al_FO edit: 1020 » 1802

N

al_R1 edit: 779 « 1493 (complementary)

Figura 8. Representacion de las secuencias solapantes previstas en el disefio de los
cebadores para amplificar por partes el gen FCY2. Se muestra la representacién de la
secuencia codificante del gen (fcy2 coding) y las representaciones de los tamafios estimados
de las elongaciones a partir de los 6 cebadores disefiados.

El posterior anadlisis y alineamiento de las secuencias se llevé a cabo con la
herramienta ContigExpress™ del mismo programa, utilizando como secuencias de
referencia secuenciaciones propias de los mismos fragmentos de controles wild-type y

las secuencias recogidas en las bases de datos de Saccharomyces Genome Database
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(SGD, http://www.yeastgenome.org) y Candida Genome Database (CGD,

http://www.candidagenome.org).

| peo 2070 2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150
»foy2 conup ... | 2061|CTCTGARCGGATTTGGTCARTTCTGCTGCGTTTTGTTAGCTCTGTCCACTATTGCARATAATATICCARATATGTATACTGTTGCTTTATCCGCT
» foy2 coding [ 1032/CTCTGAACGGATTTGGTCAATTCTGCTGCGTTTTGTTAGCTCTGTCCACTATTGCAAATAATATICCARATATGTATACTGTIGCTTTATCCGCT
«6_R3| 233CTCTGAACGGATTTGGTCAATTCTGCTGIGTTTTGTTGGCTCTTTCAACTGTTGCTARTARTGTCCCTGGARTGTACACTGTCGCTTTATCCGCT
»6_F2| 278CTCTGAACGGATTTGGTCAATTCTGCTGTGTTTTGTTGGCTCTTTCAACTGTTGCTAATAATGTCCCTGGARTGTACACTGTCGCTTTATCCGCT
«6_R2 [+ 681
»6 Fll* 664

Figura 9. Visualizacidn de la alineacion de secuencias de un fragmento del gen FCY2 de S.
cerevisiae. Ejemplo de visualizaciéon de alineacién de secuencias en la herramienta
ContigExpress™ del programa informatico Vector NTI Advance™. Se muestran dos secuencias
superiores de referencia del gen FCY2, y dos secuencias producto de la secuenciacion del gen
en un clon resistente utilizando los cebadores FCY2_R3y FCY2_F2.

6.5 Electroforesis en gel de campo pulsado

Para visualizar el estado de los cromosomas y evaluar la posibilidad de que se
hubieran producido grandes reordenamientos cromosémicos se empled electroforesis
de campo eléctrico homogéneo restringido al contorno (CHEF, Contour-clamped
Homogeneous Electric Field), una variante de la electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE, Pulsed-Field Electrophoresis Gel). Las muestras se prepararon con un protocolo
que mantiene la integridad de los cromosomas evitando su fraccionamiento.
Inicialmente se descarté el medio liquido y el pellet con las levaduras y se resuspendio
en 10 pl de EDTA 50 mM en frio. La suspencidon resultante se mezclé con 20 pl de
solucién SB1 (sorbitol 1M, citrato de trisodio 0,1 M, EDTA 60 mM, B-mercaptoetanol 5
pl/ml, zimoliasa 100T 1 mg/ml) y 60 ul de LMPA (agarosa de bajo punto de fusion 1%
(p/v), EDTA 0,125 M) precalentado a 50°C. Rapidamente la mezcla se vertié sobre
moldes de plugs y se mantuvo sobre hielo hasta solidificar. Los plugs resultantes se
lavaron en solucién SB2 (EDTA 0,45 M, Tris/HCI 0,01 M pH 7,5, B-mercaptoetanol 7,5%
(v/v), RNasa A 10 pg/ml) y se mantuvieron hasta el dia siguiente a 37°C. Al dia
siguiente se sustituyo la solucién SB2 por solucién SB3 (EDTA 0,25 M, Tris/HCl 0,01 M
pH 7,5, laurilsarcosina 1% (p/v), proteinasa K 1 mg/ml) y los plugs se mantuvieron de
nuevo hasta el dia siguiente a 37°C. Entonces, se retird la solucién SB3 y los plugs se

mantuvieron a 20° en una solucién de glicerol al 50% (v/v) y EDTA 50 mM.
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Las electroforesis se realizaron con un CHEF DR-Ill system (Bio-Rad, E.E.U.U.) en
gel de agarosa 1% en tampdn TBE 0,5X en condiciones de carrera electroforética de
14°C de temperatura durante 24 h a 6 V/cm con un intervalo de cambio de orientacién
inicial de 60 segundos, un intervalo final de 120 segundos, y un angulo de 120°. Para
visualizar las bandas se tifieron los geles con bromuro de etidio a una concentracién de
0,5 pg/ml en agua milliQ durante 30-40 minutos, y previamente a la visualizacién bajo
luz ultravioleta se mantuvieron durante 20 minutos en agua milliQ para eliminar el

exceso de bromuro de etidio.

7. Andlisis del ciclo celular por FACS

Los andlisis por citometria de flujo se llevaron a cabo como se describe en

Torres-Rosell y col., (2005).

Para S. cerevisiae expuesta a 5-FC, se hizo un seguimiento del ciclo celular de
las células que no mostraban adquisicion de resistencia a diferentes tiempos (de 0 a 10
dias de exposicidn). Se retiraron las colonias resistentes en placas de medio SC con
antifungico y para recuperar las células restantes se lavd la superficie del agar con
etanol al 70%, conservandose entonces a 4°C durante un periodo de 1 a 15 dias. Tras
un tratamiento con RNasa y proteinasa K, se empled ioduro de propidio 50 pl/ml
(Sigma-Aldrich Chemie, Alemania) para tefiir las muestras y éstas se procesaron en un
citometro de flujo BD FACScalibur (Becton, Dickinson and Company, E.E.U.U.) ajustado
con un cultivo asincrénico a 1 N (haploide) y 2 N (diploide) previamente a la lectura de

las muestras.

En el caso de los aislados clinicos del género Candida, CA48 y CG57, se
determind la posible existencia de cambios en la ploidia tras la exposicién prolongada
a CSP en diferentes clones resistentes recolectados a diferentes dias respecto a células

wild-type.
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8. Analisis microscoépico

Se realizé un analisis microscopico de S. cerevisiae en el tiempo (time-lapse)
para evaluar los efectos de la 5-FC en la morfologia celular. También se examiné la
division nuclear en S. cerevisiae expuesta a 5-FC y C. albicans CA48 y C. glabrata CG57

expuestas a CSP usando el marcador fluorescente DAPI.

8.1 Seguimiento microscépico de S. cerevesiae expuesta a 5-FC

Para el seguimiento microscépico se escogieron 2 colonias de S. cerevisiae
BY4741 con fenotipo de resistencia a 5-FC (5-FC") como control de crecimiento, y 3
subpoblaciones de la cepa de referencia (sensibles a 5-FC) se sembraron en placas con
antifungico de la misma manera que en los experimentos de SLAM. De estas placas se
tomaron cortes de agar en forma de ldaminas de 2x3 cm, y cada uno se deposité en un
portaobjetos de vidrio para microscopia. Se localizaron 7 campos por corte, suficientes
para contabilizar un nimero de entre 300 y 500 células a tiempo O con un objetivo
20X, que serian exactamente los mismos campos a examinar a los tiempos y dias
posteriores. Para ello se empled un microdisector laser LMD 6000 (Leica, Alemania),
con capacidad de almacenar las coordenadas de los campos con el fin de poder
localizarlos posteriormente de forma precisa. Los portaobjetos se mantuvieron en
camaras de humectacion, fabricadas en placas de petri de 90 mm, a 30°C durante 12
dias. Para evaluar el porcentaje de células que iniciaban la division por gemacion, se
monitorizé un total de 182 células sin gema (fase G1 del ciclo celular) de 3 campos
distintos a partir de las 3 horas de exposicion. El porcentaje se calculé como el nimero

de células que iniciaron la gemacién x100/182 durante 7 dias.
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8.2 Analisis microscépico de la division nuclear

En este caso 3 subpoblaciones de C. albicans CA48 y C. glabrata CG57 se
sembraron adicionalmente en 3 placas de medio SC con CSP como se describe en los
experimentos SLAM, ademas de 3 subpoblaciones de S. cerevisiae BY4741 en placas de

medio SC con 5-FC.

Para S. cerevisiae, las colonias resistentes aparecidas se retiraron y las
levaduras restantes de la placa se recolectaron, lavando con H,O estéril, en el
momento inmediato tras la siembra, a 3 horasy 1, 5y 7 dias. Para CA48 y CG57 este
proceso se realizé a las 0y 3 horas y a los 7 dias tras sembrar las placas. En todos los
casos las células recolectadas se mantuvieron a -20°C hasta su posterior visualizacion.
Esta se realizé descongelando las células y tifiendo el ADN con 1 pg/ml de DAPI (Sigma-
Aldrich Chemie, Alemania) para ser observadas y fotografiadas en un microscopio de
fluorescencia. Para una dptima visualizacién y presentacion de los datos, el campo

fluorescente se coloreé en rojo.

9. Determinacion de actividades enzimaticas antioxidantes

En el transcurso de los experimentos de SLAM las levaduras parecen entrar en
un arresto transitorio del ciclo celular. Durante este periodo podria inducirse la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) como sucede en el tratamiento con
sustancias antifingicas como azoles o fenilpropanoides (Thevissen y col., 2007; Khan y
col., 2011). Si bien la muerte durante este periodo puede no ser dependiente del
estrés oxidativo (Wysocki y Kron, 2004), las células si serian sensibles a acumular
multiples dafios en el ADN debido al aumento inducido de la produccion de ROS. La
célula trataria de reparar esos dafios, siendo algunas de estas reparaciones "erréneas",
dando lugar a mutaciones. Si alguna de estas mutaciones promueve la adaptacion a la
condicion de estrés, al finalizar el ciclo la célula podria crecer normalmente, habiendo
asi adquirido resistencia. Si ninguna de las mutaciones provoca la adquisicidon de
resistencia, la célula seguiria acumulando nuevos dafios en el ADN hasta que logra
adquirirla o muere por lisis celular tras un arresto prolongado del ciclo (Wysocki y

Kron, 2004).
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Para contrarrestar el dafo oxidativo que, entre otros, pueden inducir los
antifungicos, las células contienen un sistema antioxidante genérico capaz de procesar
las especies reactivas del oxigeno. En este sistema intervienen las enzimas superdxido
dismutasa (SOD) y catalasa (CAT). La SOD dismuta la especie anidon superéxido (0;) en
perdxido de hidrégeno (H,0,) y oxigeno molecular (O;) (McCord y Fridovich, 1969),
mientras que la CAT descompone H,0, en agua y O, (Chance et al., 1979; Claiborne,

1985).

Las actividades de estas enzimas antioxidantes se determinaron preparando
extractos del contenido celular de las levaduras a diferentes tiempos de exposicion al
antifungico, y las mediciones de las actividades resultantes de las enzimas se realizaron
empleando un espectrofotémetro Beckman Coulter DU800 (Beckman Coulter Inc.,

E.E.U.U.) y normalizando a la cantidad de proteina en las muestras.

9.1 Tratamiento con antifuingicos y obtencion de extractos celulares

Previo al tratamiento con antifungicos se precultivaron las levaduras en medio
YPD liquido con agitacion a 30°C (S. cerevisiae) 6 37°C (C. albicans y C. glabrata), se
ajusto la densidad a 2x108 células/ml para tomar 1,0 ml del inéculo vy, tras lavar el
medio YPD, se resuspendio el pellet de células en 3 ml de medio SC liquido con
antifungico (figura 10). Como control se llevé a cabo el mismo proceso resuspendiendo

en este caso las células en medio SC liquido sin antifungico.

Las concentraciones de antifingicos empleadas fueron de 100 ug/ml para 5-FC,
0,75 pg/ml para CSP, y de 16 pg/ml de FLU, esta ultima correspondiente a 4 veces la
CMl para cepas de C. glabrata no resistentes a FLU segiin Mahl et al. (2015).
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(Tris-HCI 20 mM, pH 7,4, 1x complete)

§/> Conservacion (-80°C)

Figura 10. Ensayo de exposicion de levaduras a antifiingicos en medio liquido y obtencion de
muestras.

Se tomaron muestras de 1,0 ml del indculo inicial de YPD a tiempo O h y
posteriormente de cada tubo con cada tratamiento a 3 y 6 horas. Tras retirar el medio,
la obtencidn del contenido celular se realizé por ruptura mecanica con microperlas de
vidrio en tampon de homogenizacidon hipotdnico (Tris-HCI 20 mM, pH 7,4) en frio,
conteniendo 1X del cocktail inhibidor de proteasas Complete (Roche Diagnostics,
Espafia). Las muestras de extractos celulares se conservaron a -80°C hasta la posterior

determinacion de las actividades enzimaticas.

9.2 Determinacion de la actividad superdéxido dismutasa

La determinacidn de la actividad SOD se realizd6 empleando una adaptacién del
ensayo descrito por Marklund y Marklund (1974). Se eligié este método debido a su
rapidez, alto grado de reproducibilidad, y que ademas presenta la ventaja de requerir

poca cantidad de muestra para la cuantificacion de la actividad enzimatica. La técnica
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aprovecha la capacidad de la enzima para dismutar O, en perdxido de hidrégeno (H,0,) y
oxigeno molecular (0,) y su fundamento se basa en la autooxidacién del pirogalol
(1,2,3-bencenotriol o acido pirogalico), un compuesto que en soluciones alcalinas se
autooxida rapidamente generando radicales superdxido en el medio, los cuales
aceleran la autooxidacion de éste y se produce la formacién de purpurogalina, un
compuesto amarillo-marrén con un pico maximo de absorbancia a 420 nm de longitud
de onda () y coeficiente de extincion molar 2,640 M*cm™. Cuando hay SOD presente
en el medio, la enzima compite con el pirogalol por el radical superdxido, inhibiéndose
en parte la reaccion de autooxidacion, y formandose menos purpurogalina. La
formacion de purpurogalina es susceptible de ser medida espectrofotométricamente
en el tiempo, con lo que se puede aprovechar el fenémeno para cuantificar la actividad
SOD de una muestra problema midiendo la inhibicidn de la autooxidacidn del pirogalol

respecto de un control.

Los ensayos se realizaron utilizando las siguientes condiciones: tampdn Tris-
Cacodilico 50 mM, DTPA 1mM, pH 8,2, 0,3 mM de pirogalol y 30 o 37°C de
temperatura dependiendo de la especie de levadura. En todos los ensayos, para un
volumen total de reaccion de 1,0 ml, se utilizaron 100 pl de muestra afadidos al
tampdn de reaccion, sustituidos en el blanco y en el control por 100 pl de tampdn de

homogenizacién.

La reaccién se inici6 mediante la adicion de pirogalol y los cambios de
absorbancia se midieron a una A de 420 nm. La actividad especifica de SOD se expresd
en unidades/mg (U/mg) de proteina, entendiéndose una unidad como la cantidad de

enzima necesaria para obtener el 50% de la autooxidacién de pirogalol.

9.3 Determinacion de la actividad catalasa

Para la determinacién de la actividad CAT se adaptd el método descrito por
Clairborne (1985), basado en la capacidad de la propia enzima de descomponer 2H,0,
en 2H,0 + O,. lLa desaparicion del H,0, es susceptible de ser medida

espectrofotométricamente, determinandose la actividad CAT como cambios
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proporcionales de las absorbancias en el tiempo a una A de 240 nm.

Los ensayos de actividad CAT se realizaron en un volumen total de reaccion de
2,0 ml, conteniendo la mezcla de reaccién tampdn fosfato potasico (KH,PO, 10 mM -
K,HPO410 mM) pH 7,0 y 100 pl de muestra, iniciandose la reaccién al afiadir 20,6 pl de
H,0, para una concentracidn final en cubeta de 5 mM, y sustituyendo la muestra por
100 pl de buffer de homogenizacién en el caso de las cubetas del blanco y el control.
Ademas en la cubeta del blanco se sustituyd el volumen de H,0, por agua milliQ. Se
utilizé un coeficiente de extincién molar para el H,0, de 42,6 Mtem? y la actividad

especifica de la enzima se expresd en umoles/min/mg proteina.

9.4 Cuantificacion de la cantidad de proteina de las muestras

Para normalizar las actividades enzimaticas a la cantidad de proteina presente
en cada una de las muestras se utilizé6 el método descrito por Bradford (1976), en
formato de placas de 96 pocillos y usando albumina de suero bovino (BSA) como
proteina estandar para la recta patron. Las mediciones se realizaron a una A de 595 nm

en un lector de placas Appliskan multiplate reader (Thermo Scientific, E.E.U.U.).

10. Analisis estadistico de los datos

Los resultados se expresan como media * error estandar de la media (SEM). Los
datos de los experimentos de SLAM se analizaron mediante analisis de la varianza de
un factor (ANOVA-I) con la correccién de Bonferroni. En el caso de los ensayos de
actividades enzimaticas antioxidantes, éstos fueron analizados mediante ANOVA-I,
seguido de los tests de la de t-Student o test de Mann-Whitney en funcién de si los
datos eran normales y homocedasticos, cuando se examinaban diferencias de medias,
o de un test de Tuckey, cuando se realizaron comparaciones multiples. La normalidad y
homocedasticidad de los datos fueron examinados mediante el test de Ko/mogorov-

Smirnov y el test de Levene, respectivamente. En todos los casos las diferencias se
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consideraron significativas si p<0,05. El programa informatico empleado para llevar a

cabo estos analisis fue el paquete estadistico IBM SPSS Statistics versién 20.0.
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Resultados y Discusion: Capitulo 1

CAPITULO 1. Implicacién del gen FCY2 en la adquisiciéon de

resistencia a 5-FC en Saccharomyces cerevisiae

Saccharomyces cerevisiae se ha utilizado como modelo para estudiar la
genética y biologia celular de los eucariotas, y sus genes muestran no solo una alta
homologia de secuencia, sino también funciones proteicas enormemente conservadas
entre las especies (Foury, 1997; Botstein y Fink, 2011). En modelos de privacién de
nutrientes los resultados previos descritos en la literatura indican que las mutaciones
se acumulan de forma mas frecuente cuando confieren una ventaja selectiva
(Heidenreich, 2007), lo que es consistente con la ocurrencia de mutaciones adaptativas

en levaduras.

El andlogo fluorado de citosina 5-FC es de utilidad frente a micosis invasivas. La
5-FC no tiene actividad antiflngica intrinseca pero tras entrar en células susceptibles
se transforma en 5-fluorouracilo (5-FU), un compuesto toxico que se metaboliza a su

vez a otros compuestos inhibidores de la sintesis de ADN, ARN, y proteinas.

1.1 Efectos de a exposicion prolongada a 5-FC en la frecuencia de

mutacion en S. cerevisiae

Se llevaron a cabo un total 6 experimentos de SLAM, en los que se utilizaron 29
subpoblaciones de S. cerevisiae, y en los que sdlo se tuvo que eliminar una de las
subpoblaciones sembradas por aparicion de un nimero anormal de colonias (jackpot) .
Al evaluar la cinética de adquisicion de resistencia a 5-FC, y como en teoria cabia
esperar, unas pocas colonias fueron ya visibles entre los dias 1 y 3 de experimento
(consideradas mutantes pre-existentes o espontaneos), muy probablemente debidas a
alguna mutacién ocurrida en el periodo de crecimiento en medio YPD liquido previo al
experimento. Este crecimiento de colonias resultantes de la divisién celular de
levaduras mutantes espontaneas se dio con una frecuencia de 3-10° + 3,9-107

resistentes/célula (figura 11).
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Resultados y Discusion: Capitulo 1

La exposicion prolongada de S. cerevisiae a la concentracion de 100 pg/ml de 5-
FC dio como resultado la aparicién de colonias en los dias posteriores, llegando incluso
a observarse nuevas colonias 16 dias después de iniciado el experimento, aunque los
mismos se daban por finalizados a los 9 dias de haber comenzado, principalmente
debido a la dificultad de continuar el seguimiento de la viabilidad de las células
sembradas a partir del dia 7. La frecuencia de adquisicién de resistencia calculada a
partir de las colonias contabilizadas el dia 9 de experimento fue de 6,9-10° + 9,8-10°
resistentes/célula, siendo significativamente mayor que la frecuencia espontanea
calculada a dia 3 (figura 11), lo que refleja las diferentes condiciones en las que las
mutaciones ocurren, y sugiere ademas que en cada caso han de operar mecanismos

subyacentes distintos.
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Figura 11. Cinética de la aparicion de colonias resistentes de S. cerevisiae expuestas de forma
prolongada a 5-FC. Los datos se expresan como la media + error estandar para 28
subpoblaciones de S. Cerevisiae BY4741. * p<0,05.

Para evaluar la posibilidad de que las colonias aparecidas a dias tardios fueran
simplemente resultado de un crecimiento lento de las UFCs sembradas a dia O del

SLAM, se llevaron a cabo los experimentos de reconstruccion. Se examinaron 192

56

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974511 Cdédigo de verificacion: nnAZcF1T

Firmado por:

DAVID QUINTO ALEMANY Fecha:
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:28:19

CRISTINA GIL LAMAIGNERE
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:33:32

FELIX MANUEL MACHIN CONCEPCION
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:37:04

MARIO LORENZO DIAZ GONZALEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:49:10

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/07/2017 18:00:48

76 /162



Resultados y Discusion: Capitulo 1

colonias con fenotipo de resistencia a 5-FC (5-FC') y, tras sembrar en medio YPD sin
antifungico y resembrar en placas con medio SC + 5-FC, un 98% de ellas volvié a crecer
en presencia de antifingico en un periodo comprendido entre 48-60 h, siendo muchas
de ellas visibles incluso antes de las 48 h. Estos resultados nos permiten descartar la
hipdtesis de que aparezcan colonias a dias tardios del experimento (5 - 9) por
crecimiento lento de las UFCs, asi como aceptar que la resistencia adquirida observada

por crecimiento tardio se debe a cambios genéticos.

1.2 Analisis del espectro de posibles mutaciones que causan la

resistencia

La entrada de 5-FC en la célula se lleva a cabo por una purina-citosina permeasa
codificada por el gen FCY2, y el procesamiento dentro de la célula incluye las proteinas
expresadas por los genes FCY1, FUR1 y CDC21, tal como se describe en el capitulo
introductorio. Por tanto, nos centramos en el analisis mutacional de estos genes
candidatos. Aun asi, antes de dicho estudio, y para obtener mas informacidn acerca de
la naturaleza hereditaria de la resistencia adquirida y de los posibles mecanismos
subyacentes, se analizd en 50 de las colonias 5-FC" la posibilidad de que se hubieran
producido grandes reordenamientos cromosémicos. Empleando electroforesis en gel
de campo pulsado, sélo en una de las muestras se hallé diferencia respecto al control

wild-type de S. cerevisiae BY4741 (Figura 12).

En vista de este resultado, se decidié llevar a cabo un andlisis de las secuencias
de los 4 genes que podrian estar implicados en la adquisicién de resistencia dada su
participacion en la ruta de entrada y procesamiento intracelular de la 5-FC: el gen FCY2
codificante de la purina-citosina permeasa de membrana, FCY1 de la citosina

deaminasa, FUR1 de la uracil fosforribosil transferasa, y CDC21 de la timidilato sintasa.
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Figura 12. Analisis de reordenamientos cromosémicos
en clones de S. cerevisiae 5-FC" por PFGE. Se muestran
los resultados de un control wild-type (WT) y 4 clones
5-FC" aparecidos a dias tardios. La flecha negra indica
el Unico reordenamiento hallado, una aparente
delecidon en el cromosoma IV concomitante con una
banda difusa de bajo peso molecular (flecha gris).
Condiciones de la electroforesis: gel de agarosa 1% en
tampon TBE 0,5x, 14°C durante 24 h a 6 V/cm con un
intervalo de cambio de orientacién inicial de 60
segundos, un intervalo final de 120 segundos, y un
angulo de 120°

Experimentos preliminares, en los que se pretendia poner a punto la

metodologia y el modelo desarrollado, ya mostraron que los resistentes primarios

(colonias recolectadas a partir de las aparecidas a dia 3) presentaban alguna mutacién

puntual en el gen FCY1. Sin embargo, de las colonias aparecidas a dias tardios de

experimento, consideradas resultantes de adquisicion de resistencia secundaria, la

mayoria mostré mutaciones en FCY2. De aquellos clones que no mostraron cambios en

el gen FCY2, sélo un 5% mostraron mutaciones puntuales en FCY1, sin mostrar ninguno

mutaciones en el resto de genes analizados: FUR1 y CDC21.
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Las mutaciones registradas de los 6 SLAMs contabilizados para este estudio se
muestran en la (Tabla 6). Se observé que en el caso de las colonias recolectadas de dia
3, con resistencia previa a la exposicion al farmaco, existia una diferencia entre los
clones que habian resultado en crecimiento visible a dia 2 respecto a los que habian
aparecido a dia 3. De éstos, los 6 clones analizados correspondientes a las colonias de
dia 2 mostraron una mutacion puntual en el gen de la deaminasa FCY1, 4 de ellas
fueron mutaciones sin sentido y las otras 2 con cambio de sentido. De las 4 mutaciones
sin sentido, 3 de ellas coincidieron en ser la misma transversién en la posicion 58: C:G
—A:T. En cambio, el espectro de mutaciones de las colonias aparecidas a dia 3 fue
diferente al de las colonias ya visibles a dia 2, no hayandose cambios en el gen FCY1
sino en el gen FCY2. Se encontraron 5 mutaciones, de las cuales 4 fueron sin sentido y
debidas a transversiones: 3 fueron T:A—A:T (coincidiendo 2 en la misma posicion,

1475) y 1 fue T:A—G:C, sin observarse ninguna transicion.

Respecto a la busqueda de mutaciones en los clones de las colonias surgidas a
partir del dia 3, no se hallé ninguna alteracién en los 4 genes estudiados para 5 de las
muestras (9,1%) del total de 55 clones 5-FC" estudiados. De esos 5 casos, 1 presentd
una mutacién silenciosa en el gen FCY1, mientras que la busqueda resultd
completamente negativa en los 4 restantes. En el resto de muestras secuenciadas se
hall6 un total de 59 mutaciones, de las cuales la practica totalidad ocurrieron en el gen
FCY2. En concreto, de las 59 mutaciones, 54 (91%) ocurrieron en FCY2,
correspondiéndose a 49 clones (89,1% del total analizado). Aparte de éstas, se
encontraron 4 mutaciones puntuales en FCY1, y también una transicion en el gen
FUR1, concomitante con una mutacién en FCY2, y ninguna mutacion en el gen CDC21

(gen en el que tampoco se hallé mutacion alguna a partir de los SLAMs preliminares).
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Tabla 6: Efecto de 5-FC en el espectro de mutaciones en cuatro genes que podrian estar implicados en la
resistencia al farmaco.

Dia Gen Mutacién Tipo Efecto Dia Gen Mutacién Tipo Efecto
2 FCY1 190 GC—AT (V233—K) Tl M 7 FCY2 410 CG—TA (A136—V) Tl M
2 FCY1 107 GC—AT (C205—STOP) Tl N 7 FCY2 843 GC—CG (W281->STOP) Al N
2 FCY1 179 GC—AT T229—K vV M 7 FCY2 1594 GC— CG (G532—R) v M
2 FCY1l 58 GC—AT E189—STOP v N 7 FCY2 410 CG —AT (A137 —E) v M
2 FCY1 58 GC—AT E189—STOP v N 7 FCY2 1311 CG —AT YY437—STOP) v N
2 FCY1 58 GC—AT E189—STOP ™v N 7 FCY2 308 CG —AT (5102 — STOP) ™v N
3 FCY2 FCY22 986-1470 R 7 N.E.

3 FCY2 1226 TA—AT (L657—STOP) v N 9 FCY2 0657 D

2 FCY2 1475 TA—AT (Y493—STOP) v N 9 FCY2 A155-157 D

3 FCY2 1475 TA—AT (Y493—STOP) v N 9 FCY2 FCY22 1098-1143 R

3 FCY2 1586 TA—GC (L522—STOP) v N 9 FCY2 FCY22 1098 -1143 R

5 FCY1 41GC—CG (G14—A) v M 9 FCY2 FCY22 1098 -1143 R

5 FCY2 Fcy2A D 9 FCY2 FCY22 968-1143 R

5 FCY2 FCY22 1053-1143 R 9 FCY2 453 GC—AT (M151—1) Tl M
5 FCY2 FCY22 968-1143 R 9 FCY2 680 AT —GC (Y227 —C) Tl M
5 FCY2 FCY22 909-1143 R 9 FCY2 1136 AT —GC (Y378—C) Tl M
5 FCY2 FCY22 1065-1143 R 9 FCY2 1025 TA—GC (M401—R) v M
5 FCY2 FCY22 1014-1143 R 9 FCY2 1344 CG—AT (Y448—STOP) v N
5 FCY2 FCY22 1089-1143 R 9 N.E.

5 FCY2 FCY22 1103-1143 R 9 N.E.

5 FCY2 448 CG—TA (Q150—STOP) Tl N Dobles Mutantes

5 FCY2 1594 GC—CG (G532—R) v M 7 FCY2 FCY22 978-1143 R

5 FCY2 842 GG—TA (W280—L) ™V M FCY1 316 TA—CG (C106—R) Tl M
5 N.E. 7 FCY2 FCY22 884-1074 R

7 FCY2 0469-472 D [F FUR1 518AT>GC (E173—G) Tl M
7 FCY2  Afcy2 D 7 FCY2 A1222-1602 D

7 FCY2 1020 insercion A, | F FCY2 1214 AT—CG (N404—T) v M
7 FCY2 FCY22 1053-1143 R 7 FCY2 FCY22913-1143

7 FCY2 FCY22 1053-1143 R FCY2 A909 [F
7 FCY2 FCY22 1065-1143 R 9 FCY1 258 GC—AT (Sin) Tl S
7 FCY2 FCY22 263-565 R N.E.

7 FCY2 FCY22 378-693; 1443-1512 R 9 FCY2 FCY22 1053-1143 R

7 FCY2 FCY22 844-1143 R FCY1 437 TA—CG (L146—P) v M
7 FCY2 FCY22 968-1143 R 9 FCY2 392 TA—GC (Sin) v S
7 FCY2 FCY22 968-1143 R FCY1 173 CG—AT (S58—Y) v M
7 FCY2 FCY22 1089-1137 R 9 FCY2 FCY22 300-315 R

7 FCY2 FCY22 1123- 1137 R FCY2 753 GC—AT (Sin) Tl S
7 FCY2 FCY22 1104-1143 R 9 FCY2 945 insercion Ty I F
7 FCY2 FCY22 921-1143 R FCY2 937 CG—AT (L913—1) % M
7 FCY2 832 GC—AT (A278—T) Tl " 9 FCY2 453 GC—AT (M151—1) Tl M
7 FCY2 914 TA—CG (L305—F) Tl M FCY2 445 AT—CG (Sin) TV S

N.E.: mutacién no encontrada; Sin: Mutacidn sinénima; D: delecidn; I:
transicion; TV: transversién; M: mutacién con cambio de sentido (Missense); N: mutacidn sin sentido
(Nonsense); S: mutacion silenciosa; F: cambio en la pauta de lectura (Frameshift).
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Asi el espectro general de mutaciones quedd distribuido de la siguiente
manera: 2 inserciones (3,4%), 7 deleciones (11,9%), 11 transiciones (18,6%) y el mismo
nimero de transversiones. El resto de los 28 cambios ocurridos (47,5%) se
correspondieron con recombinaciones homdlogas intracromosomales (la cepa BY4741
es haploide) del gen FCY2 con FCY22 (Figura 13), un gen de 1592 pares de bases
situado 8459 bases corriente abajo respecto de FCY2, en el cromosoma V, con un 87%

de homologia de secuencia entre ambos.
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Resultados y Discusion: Capitulo 1

1.3 Analisis del Ciclo Celular y seguimiento microscépico

En vista de las diferencias encontradas al analizar los datos de secuenciacidn, se
valoré la posibilidad de que las levaduras no resistentes que permanecian vivas en las
placas de medio SC con antifungico pudieran estar tratando de replicar su ADN y que
las mutaciones aparecidas, especialmente las debidas a la recombinacién ectdpica,
fueran producto de la propia replicacion o errores de reparacion. Se observé que ya a
las 3 horas las levaduras no resistentes que permanecian vivas en las placas de SC con
5-FC parecian entrar en arresto celular en la fase G1/S, durando este arresto al menos
6 dias (Figura 14). Sin embargo, un pequefio nimero de células que podrian estar
avanzando en su ciclo celular (como sucede en tumores) o haciéndolo de forma muy
lenta podrian ser indetectables por el FACS. Para determinar si esto pudiera estar

sucediendo se realizd un seguimiento microscépico a modo de time-lapse.

Las levaduras, tras haber sido incubadas para su crecimiento en medio liquido
YPD sin antifungico, al ser sembradas en las placas de medio sélido SC con 5-FC
finalizan su ciclo celular, doblando aproximadamente su nimero al cabo de 3 horas. A
partir de este momento, las divisiones celulares disminuyen o se ralentizan, pasando
varias horas o incluso dias para que las levaduras continiien gemando (Figura 15). El
seguimiento se realizé durante 9 dias sobre 182 células individuales sembradas en las
placas con farmaco, registrandose que el 56% de ellas llegaban a producir gemas
después de pasadas las 3 primeras horas de exposicidn, lo que supone un nimero
considerablemene mayor a lo que se podria considerar una pequefia subpoblacién de
células respecto del total. En estas observaciones a lo largo del tiempo de seguimiento,
el ciclo celular transcurria de forma extremadamente lenta y las pequefias gemas
podian tardar varias horas o incluso dias en crecer. Con ello podemos concluir que no
es una pequefia poblacién de células la que avanza en su ciclo celular, sino que,
sumado a la informacién obtenida con el FACS, se sugiere que el ciclo es ralentizado en

gran medida en fase G1/S.

En el transcurso de este ensayo de observacidn, llamaba la atencién como las
levaduras adquirian formas que se podrian definir como aberrantes e incluso algunas

gemas se desarrollaban con forma aparente de pseudohifas. Con el fin de averiguar si

63

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974511 Cdédigo de verificacion: nnAZcF1T

Firmado por: DAVID QUINTO ALEMANY Fecha:
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:28:19

CRISTINA GIL LAMAIGNERE
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:33:32

FELIX MANUEL MACHIN CONCEPCION
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:37:04

MARIO LORENZO DIAZ GONZALEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:49:10

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/07/2017 18:00:48

83/162



Resultados y Discusion

: Capitulo 1

Pre-exposere

2 ﬁ 3 4 Day Expozure
& i
23 F 3
2 3
T E £8 3
27 27
Gl ‘)g_
F3 813
S .l T T, v = ¥ T T T
160 101 102 10° 10 100 10! 102 1% 10
FL2H FL2H
= \| 3 howr exposure 83 S Day Exposure
E 3
g
» no
Sg 383
7 23
“m ] 'Iz ; ¢] T 4] ] 5] 4
10 10 10 10° 10 10/ 10 10 10 10
FL2H FL2H
=4 =
P 1 Dy Exposuwre L & Dy Exposure
2 §3
= &
&3 g
3g1 384
8 33
e 31 02 o3 4 T 4] 02 03 4
10 10 10° 10 10° 10 10 10° 10 10°
FL2-H FL2H
03» E 2 Day Exposure § e 7 Day Exposure
w23 «83
s g2
383 383
=7 84
o
e ] 12 0 4 ° 4] 02 03 4
10 10 102 10° 10! 10! 10 10 19 10
FL2H FL2H
ﬁ 4 2 Day Exposure :C_t 3 \r\ 10 Day Exposure
g- <
a3
<
£
SE3 Sgi
e3 g4
! —
° 1] 'lz T 4 S ] lz '3l 4
10 10 10 10% 10 10! 10 10 10 10
FLZH FL2H

Figura 14. Efecto de la exposicion prolongada a 5-FC en la progresion del ciclo celular. Para
cada tiempo de anélisis, las colonias resistentes se retiraron de las placas y las células restantes
se recuperaron con etanol 70%. Los ejes X representan el contenido en ADN (intensidad
debido a incorporacién de loduro de Propidio) y los ejes Y representan el numero de células
contabilizadas por el FACS.

estas estructuras celulares poseian nucleo o eran el resultado de intentos de division

fallidos, se empled microscopia de fluorescencia (Figura 16). Se comprobd que eran

células con nucleo e incluso en plena division aunque tuvieran esta morfologia

64

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.
Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974511

Cdédigo de verificacion: nnAZcF1T

Firmado por:

DAVID QUINTO ALEMANY
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Fecha:

30/06/2017 19:28:19

CRISTINA GIL LAMAIGNERE
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:33:32

FELIX MANUEL MACHIN CONCEPCION

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:37:04

MARIO LORENZO DIAZ GONZALEZ

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:49:10

ERNESTO PEREDA DE PABLO

UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/07/2017 18:00:48

84 /162



Resultados y Discusion: Capitulo 1

diferente y fueran anormalmente grandes, observandose algunas de ellas en anafase
(flechas en la figura 16), lo que confirmaba la existencia de células transitando en

mitosis.

A

Figura 15. Seguimiento microscépico del crecimiento en placa de S. cerevisiae en exposicion
prolongada a 5-FC. (A) Imagenes del crecimiento de las células a diferentes tiempos durante el
seguimiento de uno de los campos. (B) En otro campo se observé a dia 9 la aparicidon de una
colonia con fenotipo de resistencia.
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Campo Claro Superposicién DAPI

dia0(3h) dia 0 (0 h)

dia1(24h)

Figura 16. Microscopia de fluorescencia de las células expuestas a 5-FC. Efecto de 5-FC en la
segregacion de los nucleos de S. cerevisiae a diferentes tiempos de exposicidn al antifungico.
La columna de la izquierda fue obtenida por microscopia de transmisidon - campo claro; la
columna de la derecha se obtuvo por iluminacién fluorescente (canal del DAPI); y la columna
central es resultado de la superposicidon digital de ambas. Las flechas sefialan eventos de
anafase.
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La adquisicién de resistencia secundaria al tratamiento con farmacos es en la
actualidad un problema grave en la clinica, ddndose tanto en respuesta al tratamiento
con agentes quimioterapéuticos como en infecciones bacterianas y fungicas (Miller y
col., 2004; Huff y col., 2006; Vandeputte y col., 2012). Una de las maneras a través de
la cual células expuestas a un agente farmacoldgico pueden adquirir resistencia es
introducir cambios, mutaciones, en alguno de los genes relacionados con el
mecanismo de accion del compuesto. Si esto sucede, y la célula prolifera superando las
condiciones estresantes del medio que limitan la proliferacién, consideramos que ha
sufrido una mutacidén adaptativa (Heindreich, 2007). Un modelo de estudio de
mutagénesis adaptativa ha de cumplir dos requisitos fundamentales (Heidenreich,
2007). El primero de ellos es que “una poblacion de células ha de ser mantenida en un
estado prolongado de crecimiento limitado mediante la exposicion a condiciones de
estrés no letales”, lo que seria de forma ideal mantenerlas en un estado de completo
arresto del ciclo celular. El segundo sostiene que “ha de existir la posibilidad de que, el
arresto sea superado gracias a mutaciones... La resultante aparicion de un clon
mutante entre la poblacion de células” con proliferacion limitada “permita la deteccion
de eventos de mutacion adaptativa”. El modelo en el que se basa esta tesis relne

ambos criterios:

1. Las células de S. cerevisiae que permanecen vivas en presencia de 5-FC,
(aproximadamente la mitad de las levaduras sembradas pasados los 3 primeros
dias de experimento) han ralentizado su ciclo celular de tal forma tardan
muchas horas e incluso dias en completar un ciclo y gemar.

2. Enlos clones secuenciados a partir de las colonias aparecidas a dias tardios de
experimento, colonias que son resultado de que una UFC hubiera superado el
arresto, se han hallado mutaciones en los genes de la ruta de entrada de 5-FC,

principalmente en FCY2 y con elevada frecuencia.

Al comparar nuestro modelo a los ya existentes encontramos algunas
similitudes, por ejemplo, las colonias que aparecen a dias tardios son resultado de
mutaciones que ocurren tras sembrar las levaduras y quedar éstas expuestas al

antifungico. Los resultados de los experimentos de reconstruccion, y sobretodo que las
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mutaciones encontradas en la mayoria de los clones obtenidos a partir de las colonias
recolectadas a dias tardios no se hallaran en los mutantes espontdaneos de la misma
subpoblacién de origen, ni en las otras colonias aparecidas en la misma placa, permite
concluir que dichas mutaciones ocurren tras la siembra en placas de medio sélido SC

con 5-FC.

El andlisis del espectro de mutaciones muestra como existe una clara diferencia
entre las colonias aparecidas de forma temprana (dia 3) y las aparecidas
posteriormente, ya que mientras los mutantes espontaneos portan mutaciones
puntuales en los genes FCY1y FCY2, los que consiguen crecer a dias tardios presentan
de forma predominante una recombinacién de FCY2 con FCY22, que recordemos es el
gen situado 8,459 kilobases corriente abajo, y con el que FCY2 posee un 87% de
homologia de secuencia. El gen FCY22 es un gen putativo que codifica para una purina-
citosina permeasa, cuya expresién no es capaz de suplir la funcion de la permeasa

codificada por FCY2 (Wagner y col., 2001).

Ademas, dependiendo del momento en el que haya aparecido la colonia de la
que se recuperan los clones, se observan diferencias entre los tipos de mutaciones
puntuales, e incluso entre los genes que mutan. Mientras que en las colonias ya
visibles a dia 2 se encontraron mutaciones puntuales en el gen FCY1, y en los mutantes
espontaneos de dia 3 se encontraron transversiones en FCY2, en los mutantes de
resistencia adquirida encontramos predominantemente las ya mencionadas
recombinaciones y un numero similar de transversiones y transiciones en FCY2.
Ademas, de los 50 clones que analizamos mediante CHEF, sélo se observé un aparente
gran reordenamiento cromosdémico, aunque podrian haber ocurrido reordenamientos

menores que la técnica no nos permitié detectar.

Tampoco se encontré ninguna mutacion en el gen CDC21 (codificante de la
timidilato sintasa que es inhibida por 5-FdUDP) lo que contrasta con lo propuesto por
Vermes y col. (2000). Ello subraya la importancia metabdlica de la proteina codificada
por el gen y la dificultad de que una posible mutacion puntual diera como resultado

una enzima funcional pero que no se viera afectada por el antiflingico.
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Aunque S. cerevisiae carece de muchos aspectos relativos al cancer u otro tipo
de enfermedades, en eucariotas tanto las rutas bioquimicas como muchos de los
genes presentan una alta secuencia de homologia y las funciones proteicas estan
enormemente conservadas entre las diferentes especies (Menacho-Marquez y
Murguia, 2007). Ello unido a la circunstancia de que el analogo fluorado de citosina 5-
FC provoca una elevada frecuencia de eventos de adquisicidon de resistencia al tratar
infecciones fungicas (30%) (Vermes y col., 2000), que actualmente incluso ya no se
administra en solitario, y que este antifungico sigue siendo estudiado en nuevas
aproximaciones a las terapias anticancerigenas (Kang y Choi, 2007; Lee y col., 2012),
hace que el modelo de experimentacidn desarrollado presente ventajas respecto a los
basados en estrés nutricional. Ademas de ejercer una presion selectiva mayor sin ser
letal para toda la poblacién de células, permite aproximarnos en mayor medida a la
realidad de la situacidn clinica y en si posee mayor relevancia en el campo de
aplicacién de busqueda de posibles formas de inhibir o desactivar los mecanismos de

adquisicién de resistencia en células eucariotas.
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e

CAPITULO 2. Extension del modelo de SLAM de adquisicion de

resistencia a otro antifingico y otra especie.

En vista de los resultados obtenidos con el modelo desarrollado, se pretendio
evaluar la posibilidad de trasladarlo a otro antifliingico y otros organismos. Para ello se
eligié por un lado un farmaco con mayor relevancia clinica, CSP, y por otro una especie
de levadura infecciosa, Candida albicans, empleando en este ultimo caso la cepa

SC5314.

Al examinar la adquisicidn de resistencia a lo largo del tiempo de S. cerevisiae
expuesta a CSP, aparecian mas colonias a dias tardios de experimento (5-9 dias)
respecto a lo observado frente a 5-FC (figura 17A). Se analizaron 11 subpoblaciones, y
mientras que la frecuencia de mutacién espontanea era similar a la de 5-FC (6,4-10° +
1,2-10'6 colonias/células viables), la frecuencia de resistencia adquirida era

considerablemente mayor: 4,7-10° + 2,7-10°% colonias/células viables (p<0,05).

>
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Figura 17. Cinética de la adquisicion de resistencia durante exposicion prolongada a
antifliingicos. (A) Frecuencia de aparicion de colonias resistentes de S. cerevisiae en medio
liquido SC con CSP. Se sembraron 5-10° células (n=11). (B) Frecuencia de aparicién de
resistentes de C. albicans en medio liquido SC con 5-FC. Se sembraron 5.10° células (n=21). Los
datos se expresan como media + error estandar de la media. * p<0,05.

Respecto a la frecuencia de mutacion espontanea de C. albicans frente a 5-FC, y

para un total de 21 subpoblaciones, ésta resulté en un valor de 8,4-10% + 8,4-10°®
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colonias/células viables, correspondiéndose con el rango esperado (Malavasic y Cihlar,
1992) (figura 17B). En cambio, a dia 9 la frecuencia de adquisicién de resistencia

adquirida aumentd hasta 5,4-10° + 1,9-10° colonias/células viables.

En ambos casos se llevaron a cabo experimentos de reconstruccion para
evaluar la estabilidad del fenotipo de resistencia adquirido, dando resultados similares

alos de S. cerevisiae expuesta a 5-FC.

El estudio de la viabilidad celular en estos casos mostré que, a pesar de la alta
frecuencia de adquisicion de resistencia de S. cerevisiae frente a CSP, el antifungico
ejerce un potente efecto fungicida (Figura 18), lo que supuso una dificultad
metodoldgica afiadida a la hora de determinar el nimero de células no resistentes aun
vivas en las placas a dia 7, y marcando el limite de deteccion de éstas no pudiendo ya

determinarse la viabilidad a dia 9.

225 7 =—€—S. cerevisiae 5-FC
200 91 =B~ C. albicans 5-FC

175 1 —A—S. cerevisiae CSP
150 A

125 1

100 +

Viabilidad (%)

75 1

50 41

25 4

0 4= T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7

Tiempo (dias)

Figura 18. Efecto de los antifiingicos en la viabilidad celular. Se sembraron 5-10° células para
S. cerevisiae (circulos, n = 39) y C. albicans (cuadrados, n = 21) en medio liquido SC con 100
pg/ml de 5-FC. Para S. cerevisiae en exposicién a 0,72 pg/ml CSP se sembraron 5-10° células
por placa (triangulos, n = 11). Los datos a partir de dia 3 se representan como el porcentaje de
células vivas respecto a las que se contabilizaron a las 3 h de iniciar los experimentos. Los
datos se expresan como media t error estandar de la media.
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El efecto en la viabilidad de la exposicién de C. albicans a 5-FC fue fungistatico
en vez de fungicida, resultando en un crecimiento de células vivas hasta casi doblar su
numero a dia 7 (180,0 £ 25,3%) respecto a las sembradas en las placas al inicio de los

experimentos.

En base a estos resultados, otra de las ventajas del modelo, ademas de su
relevancia clinica dado el uso de farmacos antifungicos, es que las frecuencias de
adquisiciéon de resistencia presentan caracteristicas similares a las observadas incluso
en los primeros estudios acerca del fendémeno (Hall, 1992; Steele y Jinks-Robertson,
1992), y su orden de magnitud es mayor, lo que facilita la deteccidon de eventos de
mutacién adaptativa por aparicion de mayor ndmero de clones mutantes entre la
poblacidn de células, que es uno de los requisitos propuestos por Heidenreich (2007)

que ha de cumplir un modelo de estudio de mutagénesis adaptativa.

Para descartar que los resultados y caracteristicas observados pudieran ser
debidos exclusivamente a 5-FC dado su efecto mutagénico, y para evaluar por tanto
que pudiera ocurrir tamién en otros organismos y frente a otros antiflingicos, se
exploraron dos variantes: un abordaje empleando la cepa de laboratorio SC5314 de C.

albicans, y experimentos de SLAM en S. cerevisiae sustituyendo la 5-FC por CSP.

En el primero de los casos, con el uso de C. albicans, se hallé que la frecuencia
de mutacidn espontdnea de este microorganismo diploide fue de unos dos 6rdenes de
magnitud menor, en el rango de 10°® mutantes/células viables, pero la frecuencia de
mutantes secundarios llegé a valores similares a los de S. cerevisiae expuesta de forma
prolongada a 5-FC, en el rango de 10”° mutantes por célula. En cambio, respecto a la
viabilidad se observé que la poblacion de células de C. albicans en placa de medio SC
con el antifungico llegaba casi a doblarse al cabo de 7 dias (180,0 + 25,3%), esta
diferencia muestra un efecto distinto de 5-FC en ambos organismos, siendo fungicida
en S. cerevisiae y fungistatico en C. albicans. En ambos casos las levaduras se
reproducen de forma lenta, pero mientras en el caso de S. cervisiae muchas células
mueren, en el caso de C. albicans si esto sucede ha de ser en menor medida,
permaneciendo en un estado quiescente o de ralentizacidn del ciclo celular, lo que

provoca el aumento de la poblacién segun pasan los dias del experimento. El que la
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divisién celular ocurra de forma tan lenta podria ser indicativo de que las frecuencias
de mutacion adaptativas son, al menos en parte, producidas por errores de replicacion

de las polimerasas, aunque deben operar otros mecanismos subyacentes.

La segunda variacidn consistio en hacer ensayos de SLAM para S. cerevisiae
BY4741 con otro antifungico, empledndose la equinocandina CSP como agente
estresor en las placas de medio sélido SC. Aunque los valores de frecuencia de
aparicion de mutantes espontaneos no diferian mucho de los valores para S. cerevisiae
frente a 5-FC, si que la frecuencia de colonias consideradas producto de resistencia
secundaria fue bastante mayor, llegando a alcanzar un orden de 10 CSP'/célula

viable.

Asi, conjuntamente con lo observado en los resultados del capitulo anterior,
con el modelo empleado las levaduras pueden adquirir resistencia de caracter
hereditario (por lo observado en los experimentos de reconstruccidn) tras la
exposicion prolongada a antifungicos ya tengan éstos un efecto fungicida o
fungistatico, y que mientras mas fungicida sea el efecto, mds aumenta la frecuencia de
adquisicién de resistencia secundaria respecto a la espontanea. Por ello, deben existir
factores que lleven a que se den mecanimos de mutagénesis adaptativa y esos factores
aumentan en condiciones de estrés celular, de tal forma que cuanto mayor el estrés
mayor el aumento de esos factores. Ya sea porque entre esos factores se encuentren
metabolitos (como por ejemplo las ERO que pueden producir dafios en ADN) o sean
mecanismos bioquimicos (de forma andloga a los mecanismos de adaptacién en
bacterias como la respuesta SOS, o un aumento de dafio en el ADN por endonucleasas,
entre otros), lo que se ha observado en el modelo empleando S. cerevisiae frente a 5-
FC es que las mutaciones halladas en los clones considerados mutantes espontdneos
son diferentes respecto a las registradas en los clones de resistencia adquirida.
Ademas, uno de los mecanismos se produce a través de eventos de recombinacién
entre el gen de la permeasa, FCY2, con un gen que presenta un 87% de homologia,
FCY22. Ello plantea un nimero de cuestiones interesantes como cual es el factor o los
factores que dan lugar al aumento de las frecuencias de mutacion observadas
(metabolitos o proteinas), o por qué no se hallaron recombinaciones con el gen FCY21,

con el cual FCY2 posee un 77% de homologia de secuencia, situado entre éste y FCY22,
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a una distancia de 6 kilobases corriente abajo (2 kilobases mas proximo a FCY2 que el
propio FCY22), e incluso si, dada la alta frecuencia encontrada, este tipo de

recombinaciones son habituales en el transcurso evolutivo.

Por tanto, se propone que:

una exposicion al antifungico (y quizas ante otros tipos de estrés) las células
tras completar su ciclo mitético llegan a la fase G1 y entran en un periodo de latencia
(Correia y col., 2010). En el curso de este retardo, ya sea en fase G1, S temprana o en
ambas, las levaduras irian acumulando dafios en el ADN y produciéndose roturas de
cadena simple (SSB, single strand break) o de doble cadena (DSB, double strand break).
Algunas de las roturas de doble cadena serian reparadasmediante la recombinacion
ectopica intracromosomal observada, probablemente interviniendo el grupo de
epistasis de RAD52 (Symington, 2002), mientras que otros dafios se resolverian por
otros sistemas de reparacion del ADN (Boiteux y Jinks-Robertson, 2013), y algunas
reparaciones quizd no serian viables conduciendo a la muerte celular. En el caso de
completar las reparaciones necesarias la célula completaria su ciclo, pero si no
hubieran reparaciones incorrectas que dieran como resultado alguna mutaciéon que
confiriese resistencia, las células hijas entrarian de nuevo en la ralentizacién del ciclo
celular en G1, y el proceso comenzaria de nuevo. Con el tiempo, todos los recursos
celulares se focalizarian en avanzar en el ciclo celular y la célula entraria en la situacion
cadtica de “replicarse y mutar, o morir” (segun se observa en los anélisis por FACS a dia

10 de exposicion sumado al seguimiento por microscopia).

Asi, en resumen, el modelo cumple con los requerimientos de Heidenreich
(2007) de arresto/ralentizacion del ciclo celular y de que los eventos de mutacién
puedan ser detectados. Es susceptible de ser utilizado en estudios genéticos,
permitiendo la caracterizacion de las proteinas implicadas empleando cepas KO
(knock-out) de levaduras, o también en estudios de transcripcién. Es un modelo
clinicamente relevante, que podria tener aplicaciones tanto en el campo de las micosis
invasivas como en cancer, y de utilidad en el estudio de la adquision de resistencia a

farmacos.
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CAPITULO 3. Aplicacion del modelo de SLAM en aislados

clinicos de C. albicans y C. glabrata

Las especies del género Candida son la causa mds comun de infecciones
fungicas invasivas en pacientes hospitalizados, y las candidiasis invasivas estan
asociadas con altas tasas de mortalidad. A pesar de la aparicién progresiva de
farmacos antifungicos como los azoles o las mas recientes equinocandinas, que
supusieron un importante avance en el tratamiento de estas infecciones y se emplean
(las equinocandinas) habitualmente como terapia inicial en candidiasis invasivas, los
casos de micosis emergentes por el tratamiento o de aparicion de cepas resistentes

van en aumento.

En vista de los resultados obtenidos con el modelo in vitro desarrollado, se ha
pretendido adaptarlo al estudio de la adquisicion de resistencia secundaria al
tratamiento con caspofungina en las dos especies mas patdgenas del género Candida:
C. albicans y C. glabrata, usando 2 aislados clinicos de dichas especies, CA48 y CG57

respectivamente.

3.1 Viabilidad de Candida spp. expuestas de forma prolongada a CSP

Se realizaron 3 ensayos de SLAM para cada especie en los que se sembrd un
total de 15 subpoblaciones independientes de cada uno de los aislados clinicos en
placas de medio sdlido SC con CSP, siguiendo la metodologia descrita anteriormente.
Inicialmente se evalué la viabilidad celular y, debido al fuerte efecto fungicida
esperado, se realizé un célculo de viabilidad adicional a las 24 h para ambas especies,
ademas de a las 3 h de sembrar las células. Tal como se esperaba, CSP mostro
incialmente un fuerte efecto fungicida tanto para CA48 como para CG57, pero sin
embargo hubo diferencias al final del experimento (figura 19). Asi, los resultados
porcentuales calculados respecto al nimero de células viables contabilizadas tras 3 h
de exposicién al antifungico reflejaron que la viabilidad de C. albicans CA48 disminuyd
a7,1+1,6% después de pasadas 24 h, y cayé a 0,9 + 0,5% pasados 3 dias de exposicién

a CSP. El efecto inicial en C. glabrata CG57 fue similiar, resultando valores de viabilidad
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de7,3+1,1%alas24 hyde 1,3 +0,3% después de 3 dias. La diferencia mencionada se
observd posteriormente, cuando el porcentaje de células viables de C. albicans bajé
hasta los limites de deteccidn, alcanzando a dia 7 un valor de 0,2 + 0,1%, pero sin
embargo la viabilidad de C. glabrata aumenté drasticamente, hasta un 44,3 £ 6,6% a
dia 7 de los experimentos de SLAM. Estos resultados sugieren que el antifungico ejerce
un potente efecto fungicida que algunas células de C. glabrata CG57 son capaces de

superar sin llegar a crecer como colonias con fenotipo de resistencia.
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Figura 19. Efecto de CSP sobre la viabilidad celular en C. albicans CA48 y C. glabrata CG57. Se
muestran los porcentajes de células viables de CA48 (gris) y CG57 (negro) respecto al nimero de células
viables presentes a las 3 h de realizar la siembra en las placas con antifungico. Los datos se expresan
como la media + error estandar para 7 subpoblaciones independientes de cada aislado clinico. * p<0,05
y *** p<0,005 al comparar respecto a la viabilidad de C. glabrata a dia 3.

3.2 Adquisicion de resistencia al tratamiento con CSP en Candida spp.

En base a las colonias aparecidas, la frecuencia de resistentes espontaneos
(resistencia primaria), determinada por las colonias contabilizadas a dia 3, fue baja

para ambas especies, obteniéndose valores de 8,1-10° + 2,0-10® CSP'/células viables
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para C. albicans y de 2,0-10° + 6,3-107 CSP/células viables para C. glabrata, a los 3
dias de exposicién a CSP en placa de medio sélido SC. Sin embargo, segln avanzé el
experimento, estas frecuencias fueron aumentando hasta llegar a dia 9 a alcanzar
valores unas 3.000 veces superiores en el caso de C. albicans (3,0-10‘2 +1,2:10° CSP"/
célula viable), siendo estos valores equivalentes a la cepa de laboratorio SC5314, y de
2.000 veces para C. glabrata (4,8-10’3 + 1,0-10° CSP" / célula viable), siendo estas
diferencias entre frecuencias de adquisicion de resistencia espdntanea y adquirida

estadisitcamente significativas (p<0,05) para ambos aislados clinicos (figura 20).
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Figura 20. Cinética de la aparicion de colonias resistentes de CA48 y CG57 expuestas de
forma prolongada a CSP. Los datos se expresan como la media + error estandar para 7
subpoblaciones independientes de cada especie: C. albicans (circulos) y C. glabrata
(cuadrados). * p<0,05.

Siguiendo el procedimiento complementario a los ensayos de SLAM, se evalud
la estabilidad del fenotipo de resitencia mediante los experimentos de reconstruccion,
subcultivando en una nueva placa con CSP, luego en medio sélido YPD sin antifiingico y

de nuevo en medio SC con antiflngico. Se observé que de 57 colonias (20 de CA48y 37
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de CG57), 55 colonias, el 96,49% de las mismas, crecié de nuevo en un periodo de 24-
48 h en placas de medio SC con CSP. Estos clones subcultivados se seleccionaron
aleatoriamenete de las colonias aparecidas cada dia tras el dia 5 de experimento o
posteriores. Si hubieran activado algun mecanismo metabdlico de resistencia, se
esperaria que, tras su paso por las placas de YPD, las células volvieran a tardar en
crecer en forma de colonia en presencia del farmaco, por lo que se interpreta que los
clones recolectados han adquirido resistencia al antifungico con base genética (o

epigenética).

Tal como se describe en la literatura (Desnos-Ollivier y col, 2008; Thompson y
col., 2008; Garcia-Effron y col., 2009; Marti-Carrizosa y col., 2015), existen dos regiones
de hipermutabilidad (hotspots HS1 y HS2) en los genes FKS1 y FKS2 que se han
relacionado con la adquisicidon de resistencia a equinocandinas, y por ello se llevd a
cabo la amplificacion y secuenciacién de dichas regiones en los clones sometidos al
ensayo de reconstruccién, de cara a obtener mas informacién acerca de la naturaleza
de la resistencia adquirida. Sin embargo, si bien cabria esperar algin tipo de
modificacion de las bases de las secuencias, los analisis no mostraron ninguna
mutacidn que pudiese justificar dicha resistencia en ninguna de las 55 colonias CSP"
analizadas, hallandose sélo algiin cambio de base sin efecto (mutaciones silenciosas)
en la secuencia de aminoacidos resultante. Por ello, se decidié explorar los genes de
forma completa, siendo el resultado hasta la fecha igualmente negativo en cuanto a la

existencia de mutaciones.

Con el fin de averiguar si el aumento en la viabilidad de C. glabrata CG57 se
correspondia con ciclos de division celular y no se tratara de alguna clase de artefacto
metodoldgico, y que a pesar de la caida de viablidad de C. albicans CA48 aun quedaran
células capaces de replicar su ADN y completar mitosis, se examind por microscopia de
fluorescencia con DAPI células recuperadas de 3 placas de medio SC con antifungico
para cada especie, de la misma forma que con S. cerevisiae expuesta de forma
prolongada a 5-FC (figura 21). Para ambos casos, a los 7 dias de exposicidon a CSP, se
observaban células en anafase o intentos de replicacidn, lo que demostraba que las
levaduras viables existentes en la placa de medio SC con CSP eran capaces de llevar a

cabo divisiones celulares.
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Figura 21. Microscopia de fluorescencia de las células expuestas a CSP. Efecto de CSP en la
segregacion de los nucleos de C. albicans (panel superior) y C. glabrata (panel inferior) a
diferentes tiempos de exposicion al antifungico. La columna de la izquierda fue obtenida por
microscopia de transmisidn-campo claro; la columna de la derecha se obtuvo por iluminacion
fluorescente; y la columna central es resultado de la superposicion digital de ambas. Las
flechas sefialan eventos de anafase o intentos de replicacion.
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Dado que no se encontraron mutaciones que alteraran la secuencia de aminoacidos
resultante de la transcripcidn de los genes FKS1 y FKS2, se evalud la posibilidad de que
estuvieran ocurriendo grandes reordenamientos cromosomicos tras la exposicion al
agente antifungico mediante PFGE-CHEF. Como control para comprobar las posibles
diferencias se usaron la cepa de laboratorio SC5314 vy el aislado clinico CA48 para C.
albicans, y el aislado clinico CG57 para C. glabrata. Para el ensayo se tomaron 7 de los
clones CA48 CSP" y 6 CG57 CSP' de forma aleatoria pero tomando con al menos un
representante de cada dia de recoleccion de clones de las colonias aparecidas (Figura

22).

C. albicans CA48 CSP' C. glabrata CG57 CSP"

[CEINN
© ©
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Figura 22. Analisis de reordenamientos cromosémicos en aislados clinicos de C. albicans y C.
glabrata CSP" por PFGE. Para C. albicans (izquierda) se muestran los resultados de la cepa de
laboratorio SC5314 y el aislado clinico CA48 empleados como controles wild-type (WT) y de 7
clones CSP" aparecidos a dias tardios. Para C. glabrata (derecha) se muestran los resultados del
aislado clinico CG57 (como WT), y de 6 clones CSP" aparecidos a dias tardios.
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De nuevo en este caso no localizamos variaciones en forma de grandes
reordenamientos cromosomicos. Tampoco se observaron cambios en la ploidia de
diferentes clones CSP' respecto de los aislados clinicos originales previa exposicidn
prolongada al antifungico (Figura 23), a pesar de la gran plasticidad gendmica de

Candida albicans (Forche y col., 2008; Selmecki y col., 2010).
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Figura 23. Anilisis de la ploidia mediante FACS en clones CSP" de C. albicans CA48 y C.
glabrata CG57. Se representan los resultados para 8 clones CSP" de CA48 (izquierda) y 8 clones
CSP" de CG57 (derecha), empleando los propios aislados clinicos como control de referencia.

Asi, empleando el modelo desarrollado, y como se observoé previamente en los
experimentos de SLAM con S. cerevisiae en exposicién prolongada a CSP, la
equinocandina ejerce un efecto fungicida inicial muy fuerte sobre C. albicans y C.
glabrata, pero un minusculo nimero de células permanece vivo después de 3 dias,
algunos de los cuales son capaces de continuar el ciclo celular, y en la linea de la
observado previamente con la metodologia desarrollada, algunas de esas células
adquieren resistencia. Con el uso del modelo mencionado, S. cerevisiae adquirio
resistencia a 5-FC por mutaciones en el gen FCY2 de la permeasa que permite al
farmaco entrar en la célula. Sin embargo, en los aislados clinicos expuestos de forma

prolongada a CSP se han secuenciado hasta el momento las regiones HS de los genes
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FKS1 (en clones de CSP" de CA48 y CG57) y FKS2 (en clones de CG57 CSP'), encontrando
solo alguna mutacidn silenciosa aislada, y posteriormente se ha procedido a evaluar
variaciones en el resto de la secuencia de los genes mencionados sin encontrar aun
mutacién alguna. Tampoco se han observado grandes reordenamientos cromosémicos
ni cambios en la ploidia que pudieran dar pie a encontrar alguna explicacién de los

resultados obtenidos hasta el momento.

Aun siendo estos resultados negativos, es posible que otras mutaciones
pudieran permitir la resistencia, al menos hipotéticamente, y puesto que el fenotipo
observado de CSP' se muestra heredable, es de especial interés completar el analisis
de la secuencia completa de todos los genes que codifican para las 3 subunidades de la
1,3-B-D-glucano sintasa, FKS1, FKS2, FKS3. Otra aproximacién seria el analisis de la
composicion de la pared celular de clones CSP', ya que se ha descrito que cepas de C.
albicans resistentes a CSP o con valores elevados de CMI presentan valores altos de
quitina en la pared celular (Drakulovski y col., 2011; Lee y col., 2012). También se han
observado casos de sensibilidad reducida a CSP en C. glabrata independientes de
mutaciones en los genes FKS1, FKS2 y FKS3, pero con sensibilidad aumentada a otras
equinocandinas (Healey y col., 2011). El estudio de los genes involucrados en la sintesis
de quitina seria otra de las vias a explorar en el analisis de los clones recolectados. La
ruta de sintesis de este componente de pared es compleja e involucra la expresién de
varios genes codificantes de quitina sintasas (CHS1, CHS2, CHS3 y CHS8) (Munro y Gow,
2001; Munro y col., 2003) y de 4 genes correspondientes a quitinasas (CHT1, CHT2,
CHT3 y CHT4) (McCreath y col., 1995; McCreath y col., 1996), cuya expresién puede

verse alterada e incluso pueden presentar mutaciones (Drakulovski y col., 2011)

Los datos resultantes permiten considerar el modelo in vitro validado para
obtener clones con fenotipo de resistencia en aislados clinicos, cuyo estudio puede
abordarse desde diferentes perspectivas y profundidad, confirmando la conclusion
relacionada en el estudio de S. cerevisiae expuesta a 5-FC y CSP y la cepa de
laboratorio C. albicans SC5314 expuesta a 5-FC en los resultados presentados en los

capitulos 1y 2.
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CAPITULO 4. Actividad del sistema antioxidante genérico en la
respuesta fisiolégica celular a ROS inducidas por la exposicion a

antifungicos

En el transcurso de los experimentos de SLAM las levaduras parecen entrar en
un arresto transitorio del ciclo celular. Durante este periodo podria inducirse la
generacion de especies reactivas del oxigeno (ROS) como sucede en el tratamiento con
sustancias antifingicas como azoles, fenilpropanoides o polienos (Thevissen y col.,
2007; Khan y col., 2011; Belenky y col., 2013). Si bien la muerte durante este periodo
puede no ser dependiente del estrés oxidativo (Wysocki y Kron, 2004), las células si
serian sensibles a acumular multiples dafios en el ADN debido al aumento inducido de
la produccion de ROS, asi como a sufrir peroxidacion lipidica y oxidacién de proteinas

(figura 24).
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Figura 24. Estrés oxidativo. Todos los organismos pueden exponerse a ROS debido al propio
metabolismo aerdbio, a las radiaciones ionizantes o a compuestos generadores o inductores
de especies radicales. Los sistemas de defensa antioxidante participan en la proteccidn frente
a las ROS para controlar el estrés oxidativo. Dicho estrés oxidativo puede dafiar los
componentes celulares produciendo peroxidacion lipidica, oxidacién de las proteinas, dafiando
el ADN pudiendo provocar mutaciones, y en ultima instancia provocar la muerte celular.
Adaptado de Morano y col., (2012).

85

Este documento incorpora firma electrénica, y es copia auténtica de un documento electrénico archivado por la ULL segln la Ley 39/2015.

Su autenticidad puede ser contrastada en la siguiente direccién https://sede.ull.es/validacion/

Identificador del documento: 974511 Cdédigo de verificacion: nnAZcF1T

Firmado por:

DAVID QUINTO ALEMANY
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

Fecha: 30/06/2017 19:28:19

CRISTINA GIL LAMAIGNERE
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:33:32

FELIX MANUEL MACHIN CONCEPCION
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:37:04

MARIO LORENZO DIAZ GONZALEZ
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

30/06/2017 19:49:10

ERNESTO PEREDA DE PABLO
UNIVERSIDAD DE LA LAGUNA

11/07/2017 18:00:48

105/162



Resultados y Discusion: Capitulo 4

La célula trataria de reparar los dafios ocasionados al ADN, siendo algunas de
estas reparaciones "errdneas", dando lugar a mutaciones. Si alguna de estas
mutaciones promueve la adaptacién a la condicion de estrés, al finalizar el ciclo la
célula podria crecer normalmente, habiendo asi adquirido resistencia. Si ninguna de las
mutaciones provoca la adquisicion de resistencia, la célula seguiria acumulando
nuevos dafios en el ADN hasta que logra adquirirla o muere por lisis celular tras un

arresto prolongado del ciclo (Wysocki y Kron, 2004).

Las levaduras que de forma habitual infectan a mamiferos o forman parte de su
flora han evolucionado desarrollando mecanismos para protegerse de estrés de tipo
oxidativo o por especies reactivas del nitrogeno (Missall y col.,, 2004). En las
infecciones por Candida, las enzimas antioxidantes juegan un papel importante en los
mecanismos de defensa que tienen los microorganismos frente al ataque de células
fagociticas del huésped (Vazquez y col., 1999; Enjalbert y col., 2007), y han de actuar
de forma sinérgica para que la proteccién frente al dafio oxidativo sea eficiente
(Michiels y col., 1994). Entre las enzimas antioxidantes se encuentran la superdxido
dismutasa (SOD) y la catalasa (CAT), cuya actividad coordinada y secuencial se
considera esencial para la correcta defensa celular (Lortz y Tiedge, 2003). El resultado
de la reaccién de dismutacion de aniones superéxido (O, 7) por la SOD es la generacion
de oxigeno molecular (0,) y perdxido de hidrégeno (H,0,), siendo aln éste ultimo una
especie reactiva, por lo que ha de ser eliminado por la accién de la CAT que lo procesa

a 0,y H,0 (figura 25).

Recientemente se ha relacionado la resistencia al azol fluconazol y a la
anfotericina B con el aumento de las actividades SOD y CAT. Estos antifliingicos inducen
estrés oxidativo y se ha observado que en cepas resistentes de C. albicans y C.
dubliniensis la actividad de estas enzimas se encuentra significativamente aumentada

(Linaresy col., 2013).

Para evaluar la posibilidad de que esta respuesta se esté dando en las levaduras
estudiadas, se procedid a preparar extractos del contenido celular de las levaduras a
diferentes tiempos de exposicion al antifingico (0, 3 y 6 h) para determinar las

actividades SOD y CAT ante la eventual induccién de ROS.
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Catalasa
Peroxidasas

Figura 25. Accion coordinada de las enzimas antioxidantes. La actividad SOD lleva a cabo la
dismutacion del anién superdxido (O,7) dando lugar a la formacidn de perdxido de hidrégeno
(H20,), que bien puede ser reducido a través de la reaccion de Fenton a radical hidroxilo,
altamente reactivo, o puede ser detoxificado por la accidn de catalasas y peroxidasas. En el
caso de acumulacién de O,, éste puede donar un electrén al Fe** en la reaccién de Haber-
Weiss, lo que generaria radicales hidroxilo y Fe®*, que ademas podria participar en la reaccién
de Fenton habiendo H,0, en el medio. Adaptado de Morano y col. (2012).

En estos ensayos se incluyd el azol fluconazol, ademas de los antifingicos ya
empleados en los experimentos de SLAM, 5-FC y CSP, para poder establecer
comparaciones dadas las evidencias de induccién de respuesta antioxidante al mismo

(Aranay col., 2009; Linares y col., 2013; Mahl y col., 2015).

4.1 Actividades SOD y CAT en S. cerevisiae

Inicialmente, para descartar artefactos metodoldgicos, se evalud si el propio
cambio de medio liquido YPD al medio liquido SC podria estar generando un estrés que
aumentara las actividades de las enzimas antioxidantes. Para ello se midieron las
actividades SOD y CAT de células crecidas en los tubos control de medio SC sin
antifungico. Los valores obtenidos permiten descartar que incialmente el cambio de

medio en si mismo provoque estrés oxidativo, observandose que para SOD la actividad
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media de las células a tiempo 0 h, tomadas del precultivo en medio liquido YPD justo
antes de ser inoculadas en el medio liquido SC, fue de 1,70 + 0,11 U/mg de proteina, y
de 1,73 + 0,06 U/mg de proteina a las 3 h de cultivo en el nuevo medio. A las 6 h de
haberse iniciado el cultivo si se registré un aumento en la actividad SOD que resultd
ser significativo (2,05 + 0,10 U/mg de proteina) (Figura 26.A). En el caso de la actividad
CAT, los valores obtenidos no sélo no aumentaron respecto al control (4,16 + 0,78
umol/min/mg de proteina) sino que disminuyeron tanto a las 3 h (2,29 + 0,5
pumol/min/mg de proteina) como incluso de forma significativa a las 6 h (1,36 +

0,28umol/min/mg de proteina) (Figura 26.B).
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»
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Figura 26. Cuantificacion de las actividades SOD (A) y CAT (B) al cambiar las células de S.
cerevisiae de medio. YPD: se corresponde con el cultivo en medio liquido antes de inocular las
células en el medio SC. Los datos se expresan como media * error estandar de la media de un
tamafio muestral n = 4 para cada caso. * p<0,05.

A pesar de no existir diferencia inicial a causa del cambio de medio respecto a
las actividades enzimaticas, el aumento del 17,07 % de actividad SOD y el descenso del
67,31% de actividad CAT a las 6 h obligd a hacer las posteriores comparaciones a cada

tiempo respecto a los tubos control sin antifingico introducidos en los ensayos.

A las 3 h de exposicién de S. cerevisiae BY4741 a los diferentes antifingicos, se
registré un aumento significativo en la actividad SOD respecto del control sin

antifungico (1,73 + 0,06 U/mg de proteina) en el caso de 5-FC (4,59 + 0,61 U/mg de
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proteina) y CSP (9,79 + 1,73 U/mg de proteina), pero no para FLU (2,20 £ 0,27 U/mg de
proteina), aunque los valores registrados indican una tendencia al aumento de
actividad. (Figura 27.A). Las diferencias se mantuvieron a las 6 h, resultando valores de
actividad SOD en exposicién a 5-FC de 3,28 + 0,22 U/mg de proteina, y registrando un
aumento drastico, unas 50 veces mayor, de actividad SOD en exposicién a CSP (102,61
+ 65,51 U/mg de proteina) respecto al control sin farmaco (2,04 * 0,10 U/mg de
proteina). La respuesta al FLU siguid sin ser estadiscamente significativa (2,19 + 0,06
U/mg de proteina), aunque volvid a resultar ligeramente superior al control (Figura

27.B).
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Figura 27. Cuantificacion de las actividades SOD de S. cerevisiae expuesta a los diferentes
antifingicos a 3 h (A) y 6 h (B). Los datos se expresan como media + error estandar de la
media de un tamafio muestral n = 4 para cada caso. SC: control en medio liquido sin
antifingico. * p<0,05, ** p<0,01.

Los resultados de las actividades CAT resultaron similares dentro de cada
tiempo de estudio. A las 3 h de exposicion aumentaron de forma significativa las
actividades en respuesta a los tratamientos con 5-FC (7,97 = 1,35 pumol/min/mg de
proteina) y CSP (27,19 % 8,85 umol/min/mg de proteina) respecto al control (2,29 + 0,5
umol/min/mg de proteina) (figura 28.A). A las 6 h se mantuvieron las diferencias
significativas de 5-FC y CSP, aumentando en ambos casos hasta valores de 21,68 + 0,11

y 97,83 = 63,67 umol/min/mg de proteina respectivamente. De nuevo la respuesta de
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la actividad CAT a FLU (3,84 * 0,42 umol/min/mg de proteina) no presentd diferencias

respecto al control (1,36 = 0,28umol/min/mg de proteina) (figura 28.B).
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Figura 28. Cuantificacion de las actividades CAT de S. cerevisiae expuesta a los diferentes
antifiingicos a 3 h (A) y 6 h (B). Los datos se expresan como media * error estandar de la
media de un tamafio muestral n = 4 para cada caso. SC: control en medio liquido sin
antifungico. * p<0,05, ** p<0,01.

Este aumento inducido de las actividades SOD y CAT de forma coordinada
sugiere la generacion de ROS, al menos durante las 6 primeras horas de exposicion a 5-
FC y CSP. Durante este tiempo las células podrian ya haber sufrido mutaciones que
habran de reparar para continuar con su ciclo celular. El que los resultados anteriores
muestren una ralentizacién del ciclo celular indica que la levaduras se encuentran
sometidas a un fuerte estrés ejercido por el antifungico y dado que en los
experimentos de SLAM empleamos concentracidnes de 5-FC 4 veces superior a la CMI
(y hemos comprobado que en el transcurso de los mismos éste no se degrada), la
exposicion al agente estresor es continua, con lo que la célula podria seguir
acumulando nuevas mutaciones hasta que logra adquirir resistencia o muere tras un
arresto prolongado del ciclo (Wysocki y Kron, 2004). Los resultados de las actividades
enzimaticas a CSP explican el fuerte estrés al que se ven sometidas las células, no

pudiendo hacer muchas de ellas frente al antifingico, lo que concuerda con el
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poderoso efecto fungicida observado al estimar la viabilidad celular en los

experimentos de SLAM.

4.2 Actividades SOD y CAT en los aislados clinicos C. albicans y C.

glabrata

A pesar de no encontrar mutaciones en las regiones hotspot ni en las
secuencias completas analizadas hasta el momento de C. albicans CA48 y C. glabrata
CG57, éstas podrian estar sucediendo en otros genes. En ambos aislados clinicos se
procedié a repetir el analisis de actividades SOD y CAT tras exposicion a los
antifungicos en medio liquido SC. En vista de los resultados obtenidos y dado el
volumen de combinaciones cepa-antifungico y cantidad de datos, éstos se presentaran
sélo respecto a la exposicion de CSP y FLU de forma simplificada resefiando las

diferencias significativas para una mejor comprensién de lo observado.

Inicialmente, se llevd a cabo el mismo procedimiento que con S. cerevisiae
evaluando si el propio cambio de medio liquido YPD al medio liquido SC podria estar
generando un estrés que aumentara las actividades de las enzimas antioxidantes. No
se registraron aumentos de actividad significativos y sélo se observé una disminucién
de actividad CAT a las 3 horas tras el cambio de medio. Las comparaciones se hicieron
a cada tiempo respecto a los tubos control sin antifungico introducidos en los ensayos,

de la misma forma que con S. cerevisiae.

4.2.1 Actividades SOD y CAT en C. albicans CA48

Respecto a las actividades enzimaticas de CA48 expuesta a los antifungicos, la
actividad SOD se vio aumentada a 3 h de forma significativa en respuesta a FLU (1,24 +
0,39 U/mg de proteina) respecto al control (0,43 + 0,07 U/mg de proteina), de la
misma manera que sucedié con CSP (1,00 0,25 U/mg de proteina) (Figura 29.A). A las
6 h no se hallaron diferencias de actividad SOD frente a los antifiingicos respecto al

control sin farmaco, pero si en respuesta a CSP (0,38 = 0,05 pumol/min/mg de
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proteina), siendo significativamente menor que ante FLU (0,54 + 0,07 umol/min/mg de

proteina) (Figura 29.B).
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Figura 29. Cuantificacion de las actividades SOD de C. albicans CA48 expuesta a FLUy CSP a 3
h (A) y 6 h (B). Los datos se expresan como media t error estandar de la media. SC: control en
medio liquido sin antifingico de un tamafio muestral n = 4 para cada caso. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05).

Los resultados de la actividad CAT tras el tratamiento con FLU y CSP no
mostraron diferencias significativas, excepto a las 3 h donde la actividad CAT en
respuesta a CSP (9,17 * 1,23 umol/min/mg de proteina) se vio aumentada
aproximadamente el doble respecto al control sin antifungico (4,00 + 0,99

pumol/min/mg de proteina) (Figura 30).
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Figura 30. Cuantificacion de la actividad CAT de C. albicans CA48 expuesta a FLU y CSP a 3 h.
Los datos se expresan como media t error estdndar de la media de un tamafio muestral n = 4
para cada caso. SC: control en medio liquido sin antifungico. Letras distintas indican diferencias
significativas (p<0,05).

Estos resultados indican que inicialmente las células se ven sometidas a un
estrés oxidativo. Tanto la actividad SOD para ambos farmacos como la actividad CAT
frente a CSP se ven aumentadas de forma significativa a las 3 h., retornando a las 6
horas a valores que no difieren del control. Es posible que en los tiempos de exposicidn
medidos, este aislado clinico, CA48, sea capaz de tamponar el efecto inicial de estrés y

por ello a 6 h las actividades regresan a niveles no diferentes al control.

Las levaduras patdégenas han evolucionado para adaptarse al bombardeo
oxidativo por parte de células fagociticas del huésped (Vazquez y col., 1999; Enjalbert y
col., 2007), y esta respuesta denota la accidn sinérgica de ambas enzimas para hacer
frente al estrés oxidativo inducido. La respuesta en cuanto a actividad CAT frente a FLU
podria darse, y es probable que por los tiempos escogidos no se haya detectado, pero
si que el aumento de actividad SOD refleja la induccion de ROS por parte del
antifungico. La CSP ejerce un fuerte efecto inicial inhibiendo la sintesis de pared celular
actuando sobre el complejo de la 1,3-B-D glucano sintasa (Castanheira y col., 2010).

Las células que sean capaces de responder podran avanzar en el ciclo celular,
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muriendo el resto y siendo las actividades posteriores debidas a las levaduras
supervivientes. Concentraciones menores de farmaco podrian permitir una mejor
determinacion de estas enzimdticas actividades antioxidantes observadas en medio

liquido para las mismas concentraciones que en placas de medio sélido SC con CSP.

4.2.2 Actividades SOD y CAT en C. glabrata CG57

El aislado clinico de C. glabrata CG57 apenas mostro variaciones en cuanto a
actividades SOD y CAT en respuesta a los tratamientos con FLU y CSP, sélo a las 3 horas

de exposicion se vio aumentada alguna de las actividades de forma significativa.

En el caso de la SOD, frente a la exposicion a CSP se observé un aumento de
actividad (3,73 + 1,43 U/mg de proteina) a 3 h respecto al control (1,42 £ 0,10 U/mg de
proteina), sin verse las células influidas en por la exposicion a FLU (1,29 + 0,19 U/mg de
proteina) (Figura 31.A). A 6 h no se registraron variaciones significativas, si bien la
actividad SOD frente a CSP descendioé hasta niveles de no diferentes al control (1,41 +

0,26 U/mg de proteina).

>
®

3h 81 3h

16

10 A b

Actividad SOD (U/mg de proteina)
w
Actividad CAT (umol/min/mg prot.)

o N B a o]
L

SC FLU CSP SC FLU CSP

Figura 31. Cuantificacidn de las actividades SOD (A) y CAT (B) de C. glabrata CG57 expuesta a
FLU y CSP a 3 h. Los datos se expresan como media t error estandar de la media de un tamafio
muestral n = 4 para cada caso. SC: control en medio liquido sin antifungico. Letras distintas
indican diferencias significativas (p<0,05).
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La actividad CAT presentd un comportamiento similar, viéndose sdélo
aumentada a 3 h en respuesta a FLU (12,82 + 2,43 umol/min/mg de proteina) respecto
al control (6,37 + 1,89 umol/min/mg de proteina), sin registrarse cambios significativos

en exposicion a CSP (4,69 * 2,16 umol/min/mg de proteina).

Existen pocos estudios que hayan determinado el efecto de antifingicos en la
activacion de las actividades SOD y CAT de levaduras del género Candida. Asi, a pesar
de haber observado aumentos significativos de activad sélo a 3 h en respuesta a uno
de los antifungicos para cada enzima, estos resultados toman especial interés, y tanto

CSP como FLU podrian provocar estrés oxidativo en este cepa CG57.

Inicialmente hay un aumento de la actividad SOD frente a CSP que se ve
reducida a las 6 h, pero CAT no muestra variaciones a ninguno de los tiempos. La célula
se ve en la necesidad de aumentar la actividad inicial de SOD para tamponar la
generacion inducida de anidn superoéxido, y la CAT existente en el medio intracelular es

capaz de procesar el H,0, generado por la dismutacién del O, por la SOD.

Para el FLU, en cambio, no se registraron aumentos en las actividades SOD a
ninguno de los tiempos, pero si de CAT a 3 h. Ello indica que se ha de estar generando
H,0, en cantidad tal que CG57 habra de producir mas CAT para controlar los niveles de
esta especie reactiva producto de la reaccidn de la SOD. Dada la naturaleza propia de
C. glabrata, que como patdgeno ha evolucionado para hacer frente al ataque oxidativo
por parte de células fagociticas, es probable que este aislado dispusiera de SOD
suficiente como para responder a la generacion inicial de aniones superdéxido, pero no
de suficiente CAT para procesar el H,0, generado. Las diferencias entre FLU y CSP en
cuanto a respuesta celular pueden deberse a que ambos antifingicos poseen
diferentes dianas de accidn, FLU interfiere en la sintesis de membrana y CSP en la de

pared, con lo que las levaduras han de enfrentarse a diferentes situaciones.

El no haber encontrado mutaciones en los genes FKS1 y FKS2 en los clones con
fenotipo de resistencia coleccionados a partir de los experimentos de SLAM, no
excluye que este aislado clinico pueda explotar otras soluciones para presentar
sensibilidad reducida a CSP. Este hecho se ha observado previamente en mutantes

seleccionados in vitro y, aunque mutaciones en el gen FKSI puedan proporcionar
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sensibilidad reducida a C. glabrata en procesos infecciosos (Cleary y col., 2008), la
sensibilidad reducida al antifingico puede darse sin haber sufrido mutaciones en
ninguno de los genes que codifican para la 1,3-B-D glucano sintasa: FKS1, FKS2 y FKS3
(Healeyy col., 2011).

Si bien en aislados clinicos de C. albicans y otras especies del género se ha
descrito que en cepas resistentes a CSP se observan valores elevados de contenido de
quitina en la pared (Drakulovski y col., 2011; Lee y col., 2012; Walker y col., 2013), ésta
respuesta puede no darse en C. glabrata (Walker y col., 2013). Aln asi, el sistema
antioxidante celular podria estar implicado en los mecanismos de resistencia, como se
ha determinado recientemente para C. albicans y C. dubliniensis frente a FLU vy
anfotericina B (Linares y col., 2013). Una eficiente actividad coordinada y sinérgica de
enzimas antioxidantes, como son la superdxido dismutasa y la catalasa, formaria parte
de una respuesta eficiente que al menos proporcionaria mas tiempo al

microorganismo para desarrollar una respuesta adaptativa.
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REFLEXION FINAL

El tratamiento empirico y preventivo con antifingicos estd teniendo como
consecuencia indeseada un aumento en la resistencia a los mismos, ya sea por el
aumento de los patdgenos intrinsecamente resistentes, o bien por la adquisicion de
resistencia secundaria. Este trabajo de tesis pretendia abordar una nueva
aproximacion al fendmeno y recabar nueva informacion acerca de cémo las eucariotas
levaduras adquieren la resistencia. Ademas de poder ser una informacion util de cara a
encontrar nuevos métodos de interferir en la adquisicion de resistencia, no deja de

tener implicaciones evolutivas interesantes.

Como novedad respecto a otros estudios en el tema, se ha empleado una
metodologia que presenta diversas ventajas, entre ellas, y quiza la que considero mas
importante, es la capacidad de poder seleccionar clones aislados con fenotipo de
resistencia a partir de una subpoblacién que ha estado sometida a una fuerte presiéon
selectiva: el tratamiento con farmacos antifungicos. Aunque globalmente no se haya
realizado un avance definitivo en los mecanismos que permiten a las levaduras
adquirir resistencia, si que han sentado las bases de futuros ensayos que van mas alla
de los modelos de estrés nutricional que mayoritariamente se han descrito hasta la
fecha (Heidenreich, 2007; Heidenreich y Steinboeck, 2017). A pesar de que la hipotesis
de mutagénesis adaptativa, bajo la cual se desarrolla el trabajo, es relativamente
reciente, las bases y términos de partida parecen estar bien definidos, salvo en la
disyuntiva de si las condiciones de presién selectiva han de ser fuertes o si en cambio
los microorganismos han de ser preferiblemente mantenidos en condiciones de
arresto no letales. Los modelos de estrés nutricional se enfocan hacia la segunda
opcidn, e incluso, con el paso del tiempo, se han llegado a establecer criticas hacia los
modelos de estudios que aplican un estrés selectivo demasiado fuerte por permitir
sélo una pequefia ventana de oportunidad para la mutagénesis adaptativa

(Heidenreich y Steinboeck, 2017).

En esta tesis queda plasmado que a pesar de poder existir un fuerte efecto
fungicida inicial, hay células que son capaces de avanzar en su ciclo celular y terminar

proliferando hasta formar colonias, lo que se considera como la expresién del fenotipo
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de resistencia adquirida. En algunos casos, como en el de S. cerevisiae expuesta de
forma prolongada a 5-fluorocitosina (5-FC), ha sido posible incluso determinar
frecuencias de mutacién elevadas, ya sea por mutaciones puntuales o por la
recombinacién ectépica observada entre los genes FCY2 y FCY22 que poseen una
homologia del 87%. El cdmo sucede esta recombinacién aun no se ha determinado, asi
como las proteinas que intervienen, pero dado que los marcos de lectura abierta (ORF,
open reading frame) de estos genes se encuentran dispuestos en sentidos contrarios,
un simple plegamiento del ADN que dejara enfrentados a ambos genes en el momento
de la transcripcidn generaria la situacién ideal para que una recombinacién pudiera
tener lugar. La conexién entre niveles elevados de transcripcidon y mutacion se ha
observado desde hace ya al menos dos décadas, tanto en levaduras (Datta y Jinks-
Robertson, 1995), como en bacterias (Beletskii y Bhagwat, 1996), y desde entonces
varios trabajos reflejan esta relacién directa (Ercan y col., 2005; Kim y Jinks-Robertson,
2009; Lippert y col., 2011; Takahashi y col., 2011), llegando a calificar incluso el
proceso de transcripcion como fuente de inestabilidad gendmica (Kim y Jinks-

Robertson, 2012).

El estrés que supone a la célula la entrada de 5-FC y su posterior conversion a 5-
fluorouracilo (5-FU), que al metabolizarse inhibe en uUltima instancia la sintesis de ADN,
ARN y proteinas, empujando a la levadura a sobreexpresar el gen FCY2, tratando
indtilmente de compensar la entrada de 5-FC en el citosol fabricando mds purina-
citosina permeasa, con el consecuente aumento de posibilidades para el antifungico
de entrar en la célula. Asi, en un estado de elevada tasa de transcripcion de FCY2, la
secuencia quedara expuesta y existirian muchas probabilidades de que la propia
transcripciéon pudiera provocar roturas de cadena simple o doble que serian reparadas
mediante procesos de recombinacién (Aguilera y Gaillard, 2014). Un plegamiento
como el que se muestra en la figura 13 dispondria de una secuencia cercana con una
alta homologia (87%) la secuencia del gen FCY22. Tras reparar de esta manera los
dafios, el resultado seria un gen que codificaria para una proteina de membrana muy

probablemente truncada, cesando la entrada de 5-FC en la célula.

Asi, un estrés mayor que el empleado en un modelo de deprivacion nutricional

empujaria a la célula a mutar o morir, pero esto en poblaciones de organismos
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Reflexion final

unicelulares es un problema mucho menor para la especie que en organismos
pluricelulares, cuyas mutaciones han de ocurrir en la linea germinal. Podriamos decir
que, al menos a partir de este ejemplo y con este modelo, la evolucion en

microorganismos se veria favorecida por procesos de seleccién natural severos.

La vida se abre camino.
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Conclusiones

CONCLUSIONES

El ciclo celular de una poblacién de Saccharomyces cerevisiae expuestas de
forma prolongada a 5-fluorocitosina transcurre de forma ralentizada, hasta

que las células son capaces de adquirir resistencia o mueren.

Los clones coleccionados de Saccharomyces cerevisiae con fenotipo de
resistencia adquirida a 5-fluorocitosina son resultado de mutaciones que

ocurren tras sufrir exposicién prolongada al antifungico.

Las colonias con resistencia primaria (aquellas aparecidas a dia 3 de
experimento) poseen un espectro de mutaciones que difiere del de los clones
coleccionados a partir de las colonias aparecidas a partir de dia 5 de
experimento, siendo mas frecuente en estos encontrar mutaciones en el gen

FCy2.

Uno de los mecanismos mutagénicos subyacentes a la adquisicion de
resistencia de Saccharomyces cerevisiae a 5-fluorocitosina es una
recombinacién ectdpica que ocurre con elevada frecuencia entre los genes

FCY2y FCY22.

El modelo experimental desarrollado de mutagénesis activada por estrés
(SLAM,  stressful lifestyle activated mutagenesis), cumple con los
requerimientos de un modelo de estudio de mutagénesis adaptativa, y posee
similitudes con modelos ya existentes basados principalmente en estrés

nutricional.

La metodologia desarrollada es extrapolable para la misma especie de

levadura a otro antifungico (caspofungina), y a otra cepa de laboratorio de

otra especie (Candida albicans SC5314).
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Conclusiones

7. Los resultados obtenidos con los ensayos en Candida albicans CA48 y Candida
glabrata CG57 en exposicidn a caspofungina permiten considerar el modelo in
vitro validado para obtener clones con fenotipo de resistencia en aislados

clinicos ademas de en cepas de laboratorio.

8. Poblaciones celulares de las especies Candida albicans y Candida glabrata
pueden superar el estrés ejercido por la caspofungina, mostrando algunas
células fenotipo de resistencia que es independiente de mutaciones en los
genes FKS1 y FKS2 que codifican para la enzima 1,3-B-D-glucano sintasa,

reordenamientos cromosémicos o cambios en la ploidia.

9. La cepa de laboratorio BY4741 de S. cerevisiae aumenta de forma sinérgica la
actividad de las enzimas antioxidante superdxido dismutasa (SOD) y catalasa
(CAT) en respuesta a la exposicidn a los antifungicos 5-fluorocitosina y

caspofungina, siendo mayor en el segundo caso.

10. El aislado clinico de Candida albicans CA48 responde a la exposicidon a
caspofungina aumentando incialmente las actividades de las enzimas SOD y
CAT, mientras que el fluconazol sélo induce la respuesta de la SOD. Los
antifungicos caspofungina vy fluconazol inducen una leve respuesta
antioxidante en el aislado clinico de Candida glabrata CG57, aumentando
inicialmente sélo la actividad CAT en exposicion a caspofungina y la actividad

SOD frente a fluconazol.

11. El estudio de la respuesta antioxidante en todas las cepas analizadas requiere
un andlisis mas profundo, tanto enzimdtico como de identificacion de las
propias especies reactivas del oxigeno (ROS) que se puedan estar induciendo,
para poder establecer una relacion entre respuesta antioxidante y generacién

de ROS por la exposicidn a los antifungicos.
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Abstract

Acquisition of resistance secondary to treatment both by microorganisms and by tumor cells is a major public health
concern. Several species of bacteria acquire resistance to various antibiotics through stress-induced responses that have an
adaptive mutagenesis effect. So far, adaptive mutagenesis in yeast has only been described when the stress is nutrient
deprivation. Here, we hypothesized that adaptive mutagenesis in yeast (Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans as
model organisms) would also take place in response to antifungal agents (5-fluorocytosine or flucytosine, 5-FC, and
caspofungin, CSP), giving rise to resistance secondary to treatment with these agents. We have developed a clinically
relevant model where both yeasts acquire resistance when exposed to these agents. Stressful lifestyle associated mutation
(SLAM) experiments show that the adaptive mutation frequencies are 20 (S. cerevisiae -5-FC), 600 (C. albicans —5-FC) or 1000
(S. cerevisiae — CSP) fold higher than the spontaneous mutation frequency, the experimental data for C. albicans -5-FC being
in agreement with the clinical data of acquisition of resistance secondary to treatment. The spectrum of mutations in the S.
cerevisiae —-5-FC model differs between spontaneous and acquired, indicating that the molecular mechanisms that generate
them are different. Remarkably, in the acquired mutations, an ectopic intrachromosomal recombination with an 87%
homologous gene takes place with a high frequency. In conclusion, we present here a clinically relevant adaptive mutation
model that fulfils the conditions reported previously.
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Introduction

Acquisition of resistance secondary to treatment both by
microorganisms and by tumor cells is a major public health
concern. This resistance can have a metabolic (eg. overexpression
of efflux pumps) or genetic origin (through mutations). Several
species of bacteria acquire resistance to various antibiotics (e.g.
rifamycins, trimethoprim and B-lactams [1-4]) through stressful
lifestyle-associated mutations (SLAM, [5]) using stress-induced
responses (eg. SOS, RpoS, etc) that have an adaptive mutagenic
effect. “Adaptive mutagenesis” has been defined as “a generic
term for processes that allow individual cells of nonprolifer-
ating cell populations to acquire advantageous mutations and
thereby to overcome the strong selective pressure of
proliferation limiting environmental conditions” i.e. adapt to the
environment [6].

Very little is known about the mechanisms that yeasts use to
adapt to environmental stress. So far, adaptive mutagenesis in
yeast has only been described when the stress is nutrient
deprivation (for a review, see [6]). The aim of this work was to
develop a broader adaptive mutation model with clinical
relevance. We used Saccharomyces cerevisiae and Candida albicans as
model organisms, and as environmental stress the antifungal

@ PLoS ONE | www.plosone.org

agents 5-fluorocytosine (flucytosine, 5-FC) and caspofungin (CSP).
We selected 5-FC because of the very high occurrence of
secondary resistance in patients that creates the need for its
administration in combination with another drug (typically
amphotericin B or fluconazole) [7,8], and CSP because of its
relevance as one of the newest antifungal agents.

In S. cerevisiae, cellular uptake of 5-FC relies on a purine-cytosine
permease encoded by FCY2. Once inside the cell, 5-FC is
converted to 5-fluorouracil (5-FU) through the action of a cytosine
deaminase, encoded by FCY1. The uracil phosphoribosyltransfer-
ase (UPRTase) encoded by FURI then converts 5-FU into 5-
fluorouridine-5'-monophosphate (5-FUMP), which is then further
phosphorylated by kinases to yield the uracil di- and triphosphate
analogs, 5-fluorouridine diphosphate (5-FUDP) and triphosphate
(5-FUTP). 5-FUTP is incorporated into fungal RNA in place of
uridylic acid, altering the aminoacylation of tRNA, disturbing the
aminoacid pool and inhibiting protein synthesis [8,9]. Alterna-
tively, 5-FUDP may be converted to 5-fluorodeoxyuridine
diphosphate (5-FAUDP) through the action of RNR. 5-FdUMP
inhibits DNA synthesis through the inhibition of thymidylate
synthase (encoded by CDC21). Resistance to 5-FC has been
proposed to occur through mutations in the afore-mentioned
genes, FCY2, FCY1, FURI, CDC21, or even through mutations
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that lead to the up-regulation of the pyrimidine synthesis [8,10].
Nevertheless, since 5-FC interferes with DNA and RNA synthesis
[8] and one might argue that it has a mutagenic effect per se (albeit
not described in the literature), we have validated our results with
a drug that has a completely different mode of action, CSP. This is
an echinocandin that inhibits cell-wall synthesis (by non-compet-
itive inhibition of the P(1-3) glucane sythase) and does not
penetrate the cell membrane, and thus would not directly interfere
with nucleotide metabolism [10]. Mutations in the coding subunits
of the B(1-3) glucane sythase, FKS1 and FKS2, have been shown
to cause resistance in patient-derived strains. In this work we
describe how the acquisition of resistance secondary to treatment
with either drug takes place in vitro and we show how this
acquisition fulfills the previously described requirements for an
adaptive mutagenesis model in yeasts [6].

Materials and Methods

Yeast Strains and Media

Strains used in this study are S. cerevisiae BY4741 and C. albicans
SC5H314. S. cerevisiae and C. albicans were grown at 30 or 37°C
respectively, in YPD medium (1% yeast extract, 2% peptone, 2%
dextrose) or synthetic complete medium (SC; 0.67% yeast nitrogen
base, 2% glucose) supplemented with aminoacids as described in
Burke, et al. [11]. Solid media contained 2% agar. 5-FC-resistant
mutants (5-FC") were selected on SC containing 100 pg/ml 5-FC.
CSP-resistant mutants (CSP') were selected on SC containing
0.72 ug/ml CSP.

Table 1. Primers used for amplification and sequencing of
the genes causing 5-FC resistance.

Name Oligo sequence Annealing (°C)

Gene amplification primers and conditions

Fey2 f ATGGAACGGCCTCAAGGAACT 57
Fcy2_r TGATACATGACGTGAAATGTG C 57
FCY1_af GTTTTCTATTGCCATTTTTATCG 55
FCY1_ar ACCTGAACACCGACGAAGAC 55
Fur1_af GAGGAACCGATTGGCAGAGC 59
Fur1_ar TCAAGATGGTGTTCGGGTGTG 59
CDC21_af  GCTTCTTTCCCCTCTCGTC 57
CDC21_ar  TCTTTTTGCCCTGGTGTTCC 57

Gene sequencing primers and conditions

Fcy2_FO GCATATAAAACATCCTATCC 50
Fcy2_F1 TTTGGGTGCCTTAGGAC 50
Fcy2_F2 AAGGTGGTGAATGGGTAG 50
Fcy2 R1 CCCAACCGACACAAGC 50
Fcy2_R2 TAGGAACCAGGATAGCAT 50
Fcy2_R3 GAAATGTGCACGGGGAAATGA 50
FCY1_ars TTTCAAGTCTTCCCTAGTAGTG 50
FCY1_sf TAGTGACCTATGGTGTG 50
Furl_sf AAGCTGCCTCAAAAGAG 50
CDC21_sf AGTATCAAGGAGAGAGC 50
CDC21_sr TTTCTCCTCGTGCTGTC 50

doi:10.1371/journal.pone.0042279.t001

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Reagents

Caspofungin acetate was purchased from Merck Sharp &
Dohme Ltd., UK, 5-Fluorocytosine from Alfa Aesar GmbH,
Germany, Taq DNA polymerase kit from VWR, Denmark, low
melting agarose for CHEF from Promega Corp, Madison, WI and
agarose D1 low EEO from Pronadisa, Spain. Sequencing was
performed using Big Dye 3.1 (Applied Biosystems, Foster City).

Minimum Inhibitory Concentration

The minimum inhibitory concentration (MIC) of drugs in solid
SC media was determined by pouring 1 ml SC medium
containing several dilutions of either 5-FC or CSP on each well
of a 24-well plate. For 5-FC, 1.7-10* cells were inoculated on each
well (to have the same cell density on the agar surface as
5-10° cells on 90 mm petri dishes, used in SLAM experiments
described below). For CSP, 1.7-10” cells were inoculated on each
well (same cell density as 5-10° cells on 90 mm petri dishes). After
48 and 72 hours, growth on the surface of the agar was evaluated.
The MIC was determined as the smallest drug concentration
where the cells formed less than 3 colonies on the surface
(spontaneous resistant cells).

Determination of Adaptive Mutation Frequencies: SLAM
Experiments

Stressful-lifestyle-associated mutation (SLAM) experiments were
performed as follows: Individual colonies (originally descended
from a single cell) were suspended in YPD and incubated at 30°C
(. cerevisiae) or 37°C. (C. albicans) to obtain different subpopulations.
When these cultures reached a density of approximately 10° cells/
ml the cell concentration was adjusted to 5-10° (5-FC) or 5107
(CSP) cells/ml with 0.9% sterile NaCl solution. Each subpopula-
tion was then plated on 2 solid SC medium plates with antifungal
drug at a density of 5:10° (5-FC) or 5:10° (CSP) cells per 90-mm-
diameter dish. A moisturized chamber at either temperature was
used to avoid desiccation of the plates. Only those cells already
harboring mutations that confer resistance at the time of plating
were able to continue proliferation and form colonies on the drug
containing medium right after plating. Based on the growth of the
5-FC" strains fey/A and fey2A, visible colonies of resistant mutants
are visible within 24-60 h. Following the appearance of colonies
formed by the pre-existing mutants (i.e. after the first 3 days of
selection for drug resistance), additional resistant mutants contin-
ued to appear during prolonged incubation of the plates. These
newly arising colonies were scored bidaily for 9 days post plating.
The number of viable cells during the course of the experiment
was determined by excising identical pieces of surface (plugs) on
drug-containing SC: plates. Cells from the agar plugs were plated
at an appropriate dilution on YPD plates, and colony forming

units were counted after 5 days to ensure that any living cell
present would form a visible colony. To calculate spontancous
mutation frequencies (referred to as “day 3”), colonies appeared
on or before day 3 were divided by the number of viable cells
counted 3 hours post-exposure, providing the cells ample time to
finish whatever cycle they had started during YPD incubation and
to incorporate 5-FC into the cell and start its action. To calculate
adaptive mutation frequencies the number of mutant colonies was
normalized by the number of viable cells present on the plate
when the mutation took place (two days before). Therefore, the
number of mutant colonies visible on days 5, 7 or 9 was divided by
the number of viable cells on days 3, 5 or 7. Frequencies presented
are cumulative starting on day 5 as customary in the pertinent
literature.
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Figure 1. Effect of various concentrations of 5-FC in S.
cerevisiae. Behaviour of S. cerevisiae during prolonged incubation on
media containing 50 pug/ml (circles), 75 ug/ml (squares), 100 pug/ml
(triangles) or 200 pg/ml (cross) 5-FC. (A) Kinetics of the appearance of S.
cerevisiae resistant to 5-FC. Cells (5-10°) were used to inoculate 5-FC
supplemented SC agar medium. Plates were incubated in a moisture
chamber at 30°C and scored bidaily for the appearance of 5-FC'
colonies. The frequency of 5-FC" cells was calculated as the number of
drug resistant colonies observed each day for a given clone divided by
the number of cells present on the plates two days earlier (moment
when one cell mutated and began giving rise to the visible colony
counted). (B) 5-FC leads to some cell death in a concentration
dependent manner. Viable colony forming units were determined by
recovering cells from 5-FC-containing plates and replating on
permissive medium. Survival is shown relative to the number of viable
cells present 3 hours after plating on 5-FC (as explained in the Methods
section) and is the mean and standard error for 5 independent
subpopulations.

doi:10.1371/journal.pone.0042279.g001

According to the Luria-Delbruck model [12], if the cells
acquire a spontaneous mutation when growing in the liquid
medium before being plated on stressful conditions, a mutation
acquired early in the liquid culture will possibly take place,
leading to an abnormal amount of colonies (Jackpot). Subpop-
ulations that displayed a jackpot on day 3 were removed from
the experiments because they provide a fortuitous deviation of
the mean and due to the methodological problem posed, since
an excessive number of resistant colonies on the agar surface
prevent us from extracting resistant-cell free plugs to calculate
the number of viable cells.

@ PLoS ONE | www.plosone.org
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Figure 2. Kinetics of acquisition of resistance by S. cerevisiae to
5-FC. Kinetics of the acquisition of resistance by S. cerevisiae during
prolonged incubation on medium containing 100 pg/ml 5-FC. Cells
(5-10°) were used to inoculate 5-FC supplemented SC agar medium and
SLAM experiments performed as described in the Methods section.
Mean and standard error for 29 independent subpopulations. *
indicates p<<0.001 as evaluated by ANOVA with Bonferroni post-hoc

test.
doi:10.1371/journal.pone.0042279.g002

Reconstruction Experiments

To verify the mutational origin of the late-arising colonies as
opposed to a metabolic origin, 192 5-FC" S. cerevisiae and 96 5-FC*
C. albicans colonies arising at days 5 or later were subcultured on
SC+5-FC plates, then in liquid YPD and then again on SC+5-FC
plates. In 98% of the cases, the colonies grew within 48-60 hours.
Ninety six CSP" . cerevisiae colonies arising at day 5 or later were
subcultured on SC+CSP plates, then in liquid YPD and then again
on SC+CSP plates. In 97% of the cases, the colonies grew within
48-60 hours.

Sequence Analysis

Genomic DNA of randomly chosen late 5-FC" colonies was
prepared using glass beads, followed by phenol-chloroform-
isoamyloalcohol and ethanol precipitation. Fragments encompass-
ing the complete genes were amplified and sequenced in-house
using an ABI 3500 Genetic Analyzer (applied Biosystems, Foster
City). Table 1 shows a list of primers and conditions used.

Cell Cycle Analysis by FACS

Flow cytometry analysis was carried out as described before
[13]. Briefly, for each time point, resistant colonies were excised
from one 90 mm diameter plate and the remaining non-resistant
cells were washed off with 70% EtOH and stored at 4°C for 1 to
15 days. After RNase and proteinase K treatment, they were
stained with 50 pg/ml propidium iodide (Sigma-Aldrich Chemie
Gmbh, Germany) in a BD FACScalibur flow cytometer, adjusting
the peaks for 1 N and 2 N with an asynchronous culture at 30°C
before reading the samples.

Microscopic Analysis

Time-lapse microscopy experiments were performed to evaluate
the effect of 5-FC on cell morphology. For these experiments, one
5-FC" (used as control for normal growth) and 2 WT subpopu-
lations were plated on SC+5-FC medium as in SLAM assays, a
2x3 cm slice was cut out and placed on a glass slide. After
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Figure 3. Analysis of gross chr | rearrang its in S.
cerevisiae resistant to 5-FC by pulse-field gel electrophoresis.
CHEF of the chromosomes of a wild-type (WT) and 4 of the secondary 5-
FC' strains. The black arrow indicates the only rearrangement found, an
apparent deletion in chromosome IV concomitant with a new diffuse
band of low molecular weight (grey arrow). Run conditions: 1% agarose
gel in 0.5 x TBE buffer and run at 14°C for 24 h at 6 V/cm with an initial
switching time of 60 seconds, a final of 120 seconds, and an angle of
120°.

doi:10.1371/journal.pone.0042279.g003
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microscopic examination of 7 fields (enough to count 300—
500 cells at time 0), the slides were kept in a moisture chamber at
30°C for 12 days. Exactly the same fields were examined at
specified times to observe cell division. To evaluate the percentage
of cells that initiated cytokinesis (assessed as budding), 182 cells
from 3 different fields at 3 hours post-exposure were followed
through time. The percentage was calculated as the number of
cells that initiated bud formation x100/182 within 7 days.

To examine nuclear division of the same subpopulations, for
each time point, all the 5-FC" colonies were excised from one
90 mm diameter plate and the remaining non-resistant cells were
washed off with sterile HyO, collected and kept at —24°C.. On the
day of the experiment, cells were thawed, stained with 1 pg/ml
DAPI (Sigma-Aldrich Chemie Gmbh, Germany) and examined
under fluorescence. For optimal visualization and presentation of
the data, the fluorescent field was colored in a gradient yellow
red — black from brightest toward darkest light intensities.

CHEF by Pulse-field gel Electrophoresis (PFGE)

PFGE to see all yeast chromosomes was performed using a
CHEF DR-III system (Bio-Rad) in a 1% agarose gel in 0.5x TBE
buffer and run at 14°C for 24 h at 6 V/cm with an initial
switching time of 60 seconds, a final of 120 seconds, and an angle
of 120°. Ethidium bromide was used to visualize the chromosome
bands in the gel.

Statistical Analysis

Mean and Standard Error of the Mean were calculated using
the statistics package Instat V 3.10 by GraphPad Software, Inc.
The significance of the differences between mutants emerged by
day 3 (spontancous) and those emerged later (P values, two-tailed
95% confidence value) were calculated using ANOVA with
Bonferroni post-hoc test.

Results

Prolonged Exposure to 5-FC Increases the Mutation
Frequency in S. Cerevisiae

We examined the behavior of 5 S. cerevisiae subpopulations
during exposure to various concentrations of 5-FC through time
(Fig. 1). S. cerevisiae colonies resistant to 5-FC (Fig. la) appeared
after long-term incubation on drug-supplemented SC medium
within a concentration window (e.g. too low, all cells survive; too
high, invariably lethal, fig. 1b). The lowest concentration that
inhibited growth (MIC) was 25 pg/ml, while the lowest concen-
tration that was invariably lethal (MLC) was 400 pg/ml (16 fold
the MIC). Thus, we selected 4 fold the MIC for the subsequent
experiments.

Next, we evaluated the kinetics of the acquisition of resistance to
5-FC through time (Fig. 2). As expected, a few resistant colonies
grew within 1 to 3 days (pre-existing or spontancous), most likely
due to spontaneous mutations that took place while growing on
drug-free liquid medium. This occurred at a spontaneous
mutation frequency of 3-107°%£3.9-1077 mutants/cell. In these
6 SLAM experiments, comprising 29 subpopulations, we found a
jackpot only once (see methods section).

Prolonged exposure of S. cerevisiae to fourfold 5-FC MIC resulted
in the appearance of resistant colonies that continued to
accumulate for longer than 16 days after initial exposure to the
drug (long-term or acquired resistant). Experiments were termi-
nated at day 9, when they reached a final frequency of
6.9:-107°%9.8-10~° mutants/cell. These two frequencies (sponta-
neous vs. adaptive) were significantly different (p<<0.001), reflect-
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Acquisition of Resistance by Adaptive Mutagenesis

ing the very different conditions in which mutations took place,
and suggesting the possibility of different underlying mechanisms.

Reconstruction experiments were also performed to examine
the stability of acquired resistant phenotypes and to evaluate the
possibility that those colonies came from slow-growing individual
cells. Ninety eight percent of the 192 5-FC" colonies examined

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Table 2. Effect of 5-FC on the spectrum of mutations in four genes that may be involved in drug resistance.

Day Gene  Mutation Type  Effect Day Gene Mutation Type Effect
2 FCy1 190 GC—AT (V233—K) Tl M 7 FCy2 410 CG—>TA (A136—V) Tl M
2 FCy1 107 GC—AT (C205—STOP) Il N 7 FCY2 843 GC—AT (W281—STOP) Tl N
2 Fcy1 179 CG—AT (T229—K) v M 7 FCy2 1594 GC—CG (G532—R) v M
2 FCy1 58 CG—AT (E189—STOP) v N 7 FCY2 410 CG—AT (A137—F) ™v M
2 FCy1 58 CG—AT (E189—STOP) v N 7 FCy2 1311 CG—AT (Y437—STOP) v N
2 Fcy1 58 CG—AT (E189—STOP) v N 7 FCY2 308 CG—AT (5102—STOP) v N
3 FCy2 FCY22 968-1470 R 7 N.F.

3 FCy2 1226 TA—>AT (L657—STOP) v N 9 FCY2 A657 D F
3 FCy2 1475 TA—>AT (Y493—STOP) v N 9 FCY2 A155-157 D F
3 FCy2 1475 TA—>AT (Y493—STOP) v N 9 FCY2 FCY22 1098-1143 R

3 FCy2 1568 TA—GC (L522—STOP) v N 9 FCy2 FCY22 1098-1143 R

5 FCy1 41 GC—CG (G14—A) v M 9 FCY2 FCY22 1098-1143 R

5 FCy2 fcy2A D 9 FCy2 FCY22 968-1143 R

5 FCy2 FCY22 1053-1143 R 9 FCY2 453 GC—AT (M151-1) Tl M
5 FCy2 FCY22 968-1143 R 9 FCY2 680 AT—>GC (Y227—0) Tl M
5 FCy2 FCY22 909-1143 R 9 FCY2 1136 AT->GC (Y378—-Q) Tl M
5 FCy2 FCY22 1065-1143 R 9 FCy2 1205 TA—GC (M401—R) v M
5 FCy2 FCY22 1014-1143 R 9 FCY2 1344 CG—AT (Y448—STOP) v N
5 FCy2 FCY22 1089-1143 R 9 N.F.

5 FCy2 FCY22 1103-1143 R 9 N.F.

Bl FCy2 448 CG—TA (Q150—STOP) T N Double Mutants

5 FCy2 1594 GC—CG (G532—R) v M 7 FCY2 FCY22 978-1143 R

5 FCy2 842 GG—TA (W280—L) ™v M FCy1 316 TA—>CG (C106—R) Tl M
5 N.F. 7 FCY2 FCY22 884-1074 R

7 FCY2 A469-472 D F FURT 518 AT-GC (E173—G) Tl M
7 FCy2 fey2A D 7 FCY2 A1222-1602 D

7 FCy2 1020 insertion Ay | F FCy2 1214 AT—CG (N404—T) v M
7 FCy2 FCY22 1053-1143 R 7 FCY2 FCY22 913-1143 R

7 FCy2 FCY22 1053-1143 R FCy2 A909 D H
7 FCy2 FCY22 1065-1143 R 9 FCy1 258 GC—AT (Syn) Tl S
7 FCy2 FCY22 263-565 R N.F.

7 FCy2 FCY22 378-693; 1443-1512 R 9 FCY2 FCY22 1053-1143 R

7 FCy2 FCY22 844-1143 R FCy1 437 TA—CG (L146—P) v M
7 FCy2 FCY22 968-1143 R 9 FCY2 392 TA—GC (Syn) v S
7 FCy2 FCY22 968-1143 R FCy1 173 CG—AT (S58—Y) v M
7 FCY2 FCY22 1089-1137 R 9 FCY2 FCY22 300-513 R

7 FCy2 FCY22 1123-1137 R FCy2 753 GC—AT (Syn) Tl S
7 FCy2 FCY22 1104-1143 R 9 FCY2 945 insertion T | F
7 FCy2 FCY22 921-1143 R FCy2 937 CG—AT (L913—1) v M
7 FCy2 832 GC—AT (A278—T) Tl M 9 FCY2 453 GC—AT (M151—1) Tl M
7 FCy2 914 TA—CG (L305—F) Tl M FCY2 445 AT—CG (Syn) v S
N.F.: No mutation found, Syn: Sinonimous mutation, D: deletion, I: Insertion, R: recombination, Tl: transition, TV: transversion, M: missense, N: nonsense, S: silent, F:
frameshift.

doi:10.1371/journal.pone.0042279.t002

grew within 48-60 hours (most of them were already visible before
48 hours). These experiments enabled us to rule out the
hypotheses of slow-growing cells as origin of the late-arising
colonies, and to establish the genetic (hereditary) source of the
long-term (acquired) resistance.
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Figure 4. Intrachr rec

of FCY2. Ectopic homologous recombination events found. FCY2, FCY21 and FCY22 are on

chromosome V, at the specified distances. After folding, the recombination event takes place, yielding the FCY2" sequences. The arrows mark the
start codon in either the Watson or the Crick strands. FCY2" is the wild-type FCY2 sequence; FCY2" are the sequences of three chosen recombinant

mutants, and FCY22 is the pseudogen FCY2 has recombined with.
doi:10.1371/journal.pone.0042279.9g004

Analysis of the Spectrum of Mutations that Causes
Resistance

To gain further insight into the hereditary source of the
acquired resistance and the possible mechanisms for it, we
examined whether the resistant clones had experienced gross
chromosomal rearrangements and we analyzed the sequences of
the four genes that seemed more likely to be involved: the
permease FCY2, the deaminase FCYI, the ribosyl transferase
FURI and the TMP synthase CDC21.

Only one gross chromosomal rearrangement was found among
50 5-FC" clones examined by CHEF (Fig. 3). Instead, the origin of
resistance was mostly found by sequencing the above mentioned
genes. When examining the mutations in what we have counted as
primarily resistant clones (pre-exposure resistance), we observed a
marked difference between those that grew within 2 days and
those that took 3 days to grow (Table 2). Indeed, all 6 resistant
clones that appeared within 2 days showed a point mutation in the
deaminase FCY1, 4 nonsense and 2 missense. Of note, 3 of the
nonsense mutations were the same transversion 58 CG—AT. In
contrast to what we expected, the spectrum of mutations of the
clones that appeared at day 3 after drug exposure was drastically
different from that at day 2. Indeed, all 5 mutations found were in
the permease FCY2 gene. Moreover, most (4 of 5) were nonsense
transversions, 3 TA—AT and 1 TA—GC, and we found no
transitions.

When searching for the origin of resistance in those clones
emerged after day 3, we could not find the causative mutation in 5
(9.1%) of 55 5-FC" clones (Table 2). Of these 5 clones, 1 presented
a silent substitution in FCY1, while the remaining 4 presented no
mutations in any of the 4 genes sequenced. Overall, in those 55
clones sequenced, we found a total of 59 mutations (2 concomitant
mutations in 9 clones analysed). The vast majority of the mutations

@ PLoS ONE | www.plosone.org 6

were found in the FCY2 gene. Indeed, of 59 mutations, 54 (91%)
were in the FCY2 gene, belonging to 49 clones (89.1% of the
analyzed clones). Aside from FCY2, we found 4 point mutations in
the deaminase FCY1 gene, belonging to those clones that
displayed 2 concomitant mutations. We also found 1 transition
in FURI - concomitant with a mutation in FCY2 -, and no
mutation at all (silent or otherwise) in CDC21. The spectrum of
the 59 mutations was distributed as follows: 2 (3.4%) insertions, 7
(11.9%) deletions, 11 (18.6%) transitions and an equal number of
transversions. The remaining 28 (47.5%) mutations were pro-
duced by intrachromosomal (since our strain is haploid) homol-
ogous recombination with FCY22 (Fig. 4), a 1592 bp gene located
8459 bases downstream of FCY2, in chromosome V, with 87%
homology to FCY2. The mechanisms for this recombination
warrant further research.

Analysis of the Cell Cycle

In view of the differences found in the sequencing data, we
pondered over the possibility that the non-resistant living cells
remaining on the plate are replicating their DNA and that the
mutations are arising from replication or repair errors. As figure 5
shows, the vast majority of the non-resistant living cells remaining
on the SC+5-FC plate seem to undergo an arrest in G1/S phase
already after 3 hours exposure to the drug, lasting for at least,
6 days. Nevertheless, a small subpopulation of cells undergoing a
regular cell cycle (as occurs in tumors) or cells undergoing a very
slow cell cycle would be undetectable by FACS. Thus, we
performed a time-lapse microscopic examination (Fig. 6).

As figure 6 shows, cells grown in drug-free liquid medium finish
the already initiated cell cycles after they are plated in presence of
drug, so they nearly double the population within the first 3 hours.
After that, the cell division is quite slow, taking from several hours
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Figure 5. Effects of prolonged exposure to 5-FC on cell cycle progression. For each panel, resistant colonies were excised from one 150 mm
diameter plate and the remaining non-resistant cells were washed off with 80% EtOH to measure DNA contents by FACS as described in Materials
and Methods. In each panel the X axis represents the DNA content and the Y axis represents the number of cells. The FACS histograms measured at

various times as specified in each panel.
doi:10.1371/journal.pone.0042279.g005

to days for a cell to bud. During 7 days we followed up the
budding events of 182 individual cells present in the culture after
3 hours (to avoid including previous cycles started in absence of
drug), failing to observe any individual cell performing several cell
cycles. Instead, we observed that 56% of those 182 cells present on
the slide after 3 hours carried out further budding events at later
times, definitely a larger number than just a small subpopulation of
cells. When observed through time, it is apparent that the cycle is
extremely slow and that a small bud can take from several hours
up to days to grow. We can thus conclude that no small population
is undergoing a regular cell cycle. Rather, this data together with
that collected from FACS analysis suggests that the cell cycle is
slowed down to a great extent at an early S phase, with or without
transient arrest.

While performing this time-lapse microscopy we noticed a large
number of aberrant shapes and apparent pseudohyphae. We
wondered whether those aberrations possessed a nucleus or if they
arose during failed attempts to divide. We used fluorescence
microscopy to examine the cell nucleus (Fig. 7), observing that the
aberrant cells do have a nucleus, so there is cell division, albeit
abnormal. We also observed that mitosis is indeed progressing,
since we found instances of anaphase (arrows).

Extension of the Model of Acquisition of Resistance
through Adaptive Mutations

In order to evaluate whether our model is specific of drug or of
organism we assayed a more relevant clinical drug, CSP, on the
one hand, and an infectious yeast, Candida albicans, on the other
hand.

When examining the acquisition of resistance (Fig. 8), we
observed that upon prolonged exposure to CSP, many more
resistant S. cerevisiae colonies emerged than upon exposure to 5-FC
(Fig. 8a). Indeed, while in the 11 subpopulations analysed the
spontaneous mutation frequency (6.4+107°%1.2:107° colonies/
viable cell) was similar to that of 5-FC, the acquired resistance
frequency rose to 4.7-1072%2.7-1072  colonies/viable cell
(p<<0.05).

The spontaneous mutation frequency of C. albicans leading to 5-
FC" was within the expected range (8.4107%+8.4-10~% colonics/
viable cell) [14] (Fig. 8b), but by day 9 the resistance frequency
rose to 5.4+107°%1.9-107° colonies/viable cell, more than 600
fold the spontaneous frequency (p<<0.001). A total of 21
subpopulations were evaluated in these experiments.

In both instances we performed reconstruction experiments to
examine the stability of acquired resistant phenotypes, finding
similar results to those with S. cerevisiae and 5-FC.

Analyzing these data, we queried what kind of effect, if any,
these drugs were exerting on yeast viability (Fig. 9). In spite of the
high mutation frequency found in S. cerevisiae when in presence of
CSP, the drug had a severe fungicidal effect, so that we had great
methodological difficulties in counting the non-resistant living cells
remaining on the plate on day 7, a number that was beyond our
limit of detection on day 9. In contrast, as described in the
literature, the effect of 5-FC on C. albicans was fungistatic rather
than fungicidal, cells nearly doubling (180.0%25.3%) their original
population after 7 days.

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Discussion

Acquisition of resistance secondary to drug treatment is a major
clinical problem in both bacterial and fungal infections as well as
in cancer [4,10,15]. One way cells can acquire resistance is by
changes in a gene of the route of action of the drug, i.e. mutation.
Adaptive mutations are those that enable a cell to adapt to a
growth-limiting (stressful) environment [6]. Several adaptive
mutation mechanisms are used by bacteria to acquire resistance
to various antibiotics [1,2,4], including the SOS or the RpoS-
controlled stress responses.

Data about adaptive mutation mechanisms in eukaryotes is
rather scarce. A few reports suggest their existence in certain types
of cancer (see, for instance, the works by Hara et al. [16] and
Steinkamp et al. [17]) and most research about yeasts has been
performed on S. cerevisiae (reviewed in [6]). The models available
are based on nutrient deprivation, where one of these models has
revealed the requirement of yKU70, a non-homologous end-
joining protein [18]. Nevertheless, in addition to lacking clinical
relevance, these models are rather limited, since they are based on
an artificial yeast construction that can only adapt to starvation
conditions by introducing a frameshift in a promoter region,
preventing the researcher from detecting any other types of
mutations that may be acquired by the cell. All these consider-
ations suggest that adaptive mutation processes do take place in
eukaryotic cells [19], but a broader model amenable to genetic
studies is needed to describe them in depth. This need has
prompted us to develop the presented model.

A model to study adaptive mutation has to meet two main
criteria, as reviewed by Heidenreich [6]. First, “a population of
cells has to be kept in a prolonged state of growth limitation by the
application of nonlethal stress conditions”, ideally arresting
completely the cell cycle. “Second, the possibility should exist
that, as a matter of principle, the proliferation arrest is abolished
by mutations... The resulting emergence of a mutant clone amidst
the majority of” non-growing “cells allows the detection of
adaptive mutation events”. The model we have developed meets
both criteria:

1. 8. cerevisiae cells have slowed down their cell cycle to such an
extent that one single cell may take from several hours to days
to complete one cycle and bud, as shown above. Thus, one
would think that most of the mutations arisen seem to emerge
not only due to errors by replicative DNA polymerases, but
from other mutagenic mechanisms as well.

2. The proliferation arrest is abolished by a number of possible
mutations, as already detailed in the introduction. Thus, as the
second requirement states, mutations do exist that abolish the
proliferation arrest.

When comparing our model to the available starvation models,
we find some similarities. For instance, the late arising resistant
colonies result from post-plating mutations. This can be concluded
from the results of the reconstruction experiments and from the
observation that each mutation found in the vast majority of the
colonies analyzed was absent from both the spontaneous mutant
colonies from the same subpopulation and from the other late
arising colonies of the same plate, which clearly shows that the
mutation occurred after plating. Analysis of the mutation spectrum
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Figure 6. Follow up of S. cerevisiae microcolonies during prolonged exposure to 5-FC. Follow up of S. cerevisiae microcolonies during
prolonged exposure to 5-FC for the specified time. After inoculating a 90 mm diameter Petri dish containing SC medium with 100 ug/ml 5-FC in the
same fashion as performed for SLAM experiments, a 6 cm? slice was cut out and placed on a glass slide and kept in a moist chamber. Random fields
were chosen at time 0 and followed through time as specified in the Methods section for the times indicated in each picture. Panel A shows detailed
follow up of one field. Adjacent to the field shown in panel B, a cell acquired resistance and grew, eventually invading the followed up field (black
arrow). A marked difference can be observed between the edge of microcolonies and the 5-FC" colony.

doi:10.1371/journal.pone.0042279.g006

shows a clear distinction between the early and the late arising
mutations, which proves that whatever mechanism is taking place,
it is clearly different between the two phases. Whereas the early
arising (spontaneous) clones show mostly point mutations in either
FCY1 or FCY2, the late arising clones (adapted) predominantly
have recombined FCY2 with the 8 kbase downstream 87%
homologous gene FCY22. In regard to the point mutations, the
types and genes found varied within the different phases. Whereas
the vast majority of point mutations found in spontaneous clones
were in FCY1 (day2) or transversions in FCY2, in adapted clones
we found predominantly recombinations and a similar number of
transitions than transversions in FCY2. Of 50 clones analyzed, we
only found by CHEF 1 gross rearrangement, although smaller
rearrangements would remain undetected by this method.

Comparing our mutation spectrum to that found in the already
existing models we have found no similarities. We already
expected that because of the different nature of the mutations
necessary to escape the proliferation arrest. Whereas in starvation
models only a frameshift in a specific gene (Lys2 or Hom3) would
get selected and re-start growth, our model is very little stringent
with the type of mutation that may become selected and fixed.
Frameshifts, fragment or gene deletions, point mutations, recom-
binations, could all provide the mutation necessary to overcome
the growth limitation, as we have seen.

Of note, we found not even one mutation in CDC21, even
though it has been proposed that a change-of-function point
mutation in this gene might confer resistance to 5-FC [8]. This
underscores the metabolic need for this gene and the difficulties in
finding a point mutation that would enable the enzyme to work
without being affected by the drug.

Our model presents additional advantages over the starvation-
based models. Firstly, it is a closer approach to the clinical
situation and has more clinical relevance:

1. In recent years S. cerevisiae has acquired relevance as model
organism in areas such as pharmacology and oncology.
Although it lacks some aspects inherent to cancer, the
biochemical routes for the organism functioning are highly
conserved in cukaryotes, from yeast to human. Most genes
present a high sequence homology, and protein functions are
enormously conserved among species [20]. Therefore, using S.
cerevisiae as model allows us to discover the role of proteins
within the cell metabolism context and to identify therapeutic
targets.

N

The cytosine analogue 5-FC, failed after its development as an
antitumor drug, proved useful as an antifungal drug. However,
it is no longer used as a single agent due to the high frequency
of secondary resistance acquisition (30%) [8]. Still, 5-FC is
currently being explored in new approaches to cancer therapy
(see for instance [21,22]).

In addition to its clinical relevance, another advantage of our
model is that the adaptive mutation frequency has similar
characteristics to those obtained in other models [23,24], but is
orders of magnitude higher, which facilitates the assays. Never-
theless, to rule out the existence of an intrinsic mutagenic effect of

@ PLoS ONE | www.plosone.org

5-FC, and to evaluate its broadness and clinical relevance, we have
validated it with two variants.

The first variant is using the infectious yeast, C. albicans, as
model organism. This clinically important fungus can cause life-
threatening systemic infections, especially in immunocompromised
patients [25]. When compared to the haploid S. cerevisiae strain
used, the spontaneous mutation frequency in this diploid organism
was two orders of magnitude lower (in the range of 10~% mutants/
viable cell). But in agreement with the clinical situation, the
adaptive mutation frequency increased greatly through time,
becoming similar to that of S. cerevisiae (in the range of 107°
mutants/viable cell). In contrast to Saccharomyces, viability data
show that the Candida population is nearly doubled within 7 days.
This difference is probably due to the different effect of 5-FC on
cither species (fungicidal for . cerevisiae vs. fungistatic for C.
albicans). Some cells of both species are slowly reproducing but,
while some other S. cerevisiae cells die, the C. albicans ones don’t die,
remaining quiescent (static), so the overall number of viable cells
increase. The slow replication during our assays imply that the
adaptive mutation frequencies can be, at least in part, introduced
by replicative polymerase errors, but since the extent of this
replication is so small, some other mechanism(s) may possibly be
underlying too.

The second variant of our model was using an echinocandin
drug, CSP. This antifungal agent was approved for use barely
12 years ago, with a cost of over 500 USD per day per patient.
Its target is completely different from that of 5-FC, since it is a
noncompetitive inhibitor of B(1-3)-glucan synthase, an enzyme
that catalyzes the extracellular synthesis of B(1-3)-glucan of the
cell wall [10]. Although CSP elicited a spontaneous mutation
frequency similar to 5-FC, the adaptive frequency was extremely
higher, reaching a range of 1072 CSP"/viable cell. There are
some reports on the emergence of CSP resistant candidiasis upon
preemptive therapy, as well as of isolates with reduced
susceptibility to CSP during therapy, but as of yet, data on the
frequency or the incidence of this secondary resistance is not yet
available, although it will be very interesting to compare our
in vitro data to it.

In this model, we have observed that yeasts acquire heritable
resistance upon prolonged exposure to drugs with either fungistatic
or fungicidal effect, and unexpectedly, the more fungicidal the
effect, the more the adaptive mutation frequency is increased over
the spontaneous. This suggests that a factor(s) may exist that leads
to adaptive mutation and that this factor increases during cellular
stress, and the stronger the stress, the higher the factor increases.
Whether this factor is a metabolite (e.g. increased oxidants that
may be damaging the DNA) or a biochemical mechanism
(analogue to bacterial adaptive mechanisms like SOS response,
or an increased DNA damage by an endonuclease, for instance) is
currently under study. What we have observed is that spontaneous
mutations in our S. cerevisiee —5-FC model are different from
adaptive mutations, which implies different mutagenic mecha-
nisms. We have shown here that one of the adaptive mechanisms
is through recombination events of the permease FCY2 with an
87% homologous gene, FCY22. These observations pose a
number of interesting queries, like what are the factor(s) leading
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Figure 7. Fluorescence microscopy of cells exposed to 5-FC for long term. Effect of 5-FC on nuclear segregation of S. cerevisiae after
exposure for the specified time. For each panel, resistant colonies were excised from one 90 mm diameter plate and the remaining non-resistant cells
were washed off with sterile H,0 and kept at —24°C. On the day of the experiment they were dyed with DAPI and examined by fluorescence
microscopy. Left column was obtained using bright field; right column was obtained using fluorescent illumination; central column was digitally

obtained by merging the other two. Arrows point to observed anaphase events.

doi:10.1371/journal.pone.0042279.9g007

to the observed increased mutagenesis (metabolites and/or
proteins), or why we have not found recombinations with
FCY21, another highly (77%) homologous gene 2 kb closer to
FCY2 (6 kb downstream), or finally, whether these types of
recombinations are of use during evolution.

The following model would fit our data anpd that available
from other authors:

>

Upon exposure to the drug, as to other stress types, cells become
transiently arrested in G1 [26]. Very slowly, they would struggle to
progress through G1 and start S phase. During this struggle, either
in G1 or in early S (or in both) they would be accumulating DNA
damage and breaks (SSB and/or DSB). Then, some of the DSBs
would get repaired while others may persist through S-phase and
the duplicated sister chromatids. Since both would be harboring a
DSB at the same position, they could be jerry-rigged repaired in
G2 [27]. Some of these repairs may lead to the ectopic
intrachromosomal recombination observed (probably by the

» 10° * Rad52 epistasis group), some may be performed by the other
3 DNA repair systems (MMR, etc), some may perhaps lead to cell
o death. Once all the breaks are repaired the cell finishes its cycle. If
E 104 no incorrect repair leads to a resistance-conferring mutation the
= daughter ?ells struggle again through slow Gl,Aand the process
o starts again. If one repair leads to a mutation that confers
8 10 resistance, the daughter cells are no longer sensitive to the drug
'E and thus can grow normally. Eventually all the cellular resources
g remaining are spent in this burdensome cell-cycling and the cell
5 10 enters a chaotic situation of “duplicate and mutate, or die” that we
8 can see by FACS analysis at day 10 of exposure or by morphologic
5 analysis at day 9.
& 10 In summary, we have presented a model for adaptive
'E e mutagenesis with the following characteristics:
S
= B .
. r . ) 1. It fulfils the requirements of slowing cell cycle and detectable
3 5 7 9 mutation events described by Heidenreich [6].
Spontaneous Emerged at time (days) 2.1t is amenable to genetic studies, and will enable the
B characterization of proteins involved using knock-out yeast
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Figure 8. Kinetics of the acquisition of resistance by yeasts
during prolonged incubation on drug-containing agar media.
Panel A, 5-10° S. cerevisiae cells (N=11) were inoculated on SC agar
medium supplemented with 0.72 ug/ml CSP. Panel B, 5-10° C. albicans
cells (N=21) were inoculated on agar medium containing 100 ug/ml 5-
FC. SLAM experiments were performed as described in Materials and
Methods. Mean and standard error for N independent subpopulations
(as specified). * indicates p<0.05 as evaluated by ANOVA with
Bonferroni post-hoc test.

doi:10.1371/journal.pone.0042279.9g008

@ PLoS ONE | www.plosone.org

Figure 9. Effects of antifungal drugs on yeast viability. Five
hundred thousand S. cerevisiae (circles, N=39) or C. albicans (squares,
N =21) cells were inoculated on agar medium containing 100 pg/ml 5-
FC. Five million S. cerevisiae (triangle (N=11)) cells were inoculated on
SC agar medium supplemented with 0.72 ug/ml CSP. Viable colony
forming units were determined as specified in figure 1B. Survival is
shown relative to the number of viable cells present 3 hours after
plating on drug (as explained in the Methods section) and is the mean
and standard error for N independent subpopulations.
doi:10.1371/journal.pone.0042279.9g009
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strains, transcription studies, etc.

It is a clinically relevant model, with applications both to
cancer and to yeast invasive infections, and may be useful for
studying acquisition of resistance to drugs as long as such
resistance can be achieved by mutation.

. An ectopic recombination with a homologous gene takes place

with a high frequency.

Further studies on the FCY2:FCY22 recombination mecha-

nism, the spectrum of mutations that lead to CSP resistance, what
proteins are involved in this adaptive mutation, and the possible
accumulation of mutagenic metabolites are necessary in order to
describe adaptive mutation in eukaryotes.
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En los Ultimos afios, diversas especies de microorganismos estdn
adquiriendo resistencia a los tratamientos farmacoldgicos existentes. Esto
sucede por un incremento en el porcentaje de patdgenos intrinsecamente
resistentes (resistencia primaria) o por adquisicion de resistencia tras la
exposicion al farmaco (resistencia secundaria). A menudo la resistencia
primaria se debe a mutaciones espontdneas surgidas de forma azarosa
previa exposicion al agente, mientras que en el segundo caso la resistencia
surge propiamente como consecuencia del tratamiento y puede ser
debida a cambios metabdlicos o gendmicos. Cuando son gendmicos, éstos
ocurren mediante mutaciones que permiten la adaptacion del organismo
al medio, fendmeno conocido como mutagénesis adaptativa.

Mutagénesis adaptativa: “procesos que permiten a células individuales de
poblaciones no proliferantes adquirir mutaciones ventajosas gracias a las
cuales superan la fuerte presion selectiva de las condiciones del medio que
estdn limitando la proliferacion ” (Erich Heidenreich, 2007).
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